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Am 11. November 19380 starb der Geheime Medizinalrat 
Professor Dr. Hans Thierfelder, der langjihrige Vorstand des 
physiologisch-chemischen Instituts der Universitat Tiibingen. Mit 
ihm verloren wir den letzten der hervorragenden physiologischen 
Chemiker, die noch unmittelbar aus der alten Hoppe-Seyler- 
schen Schule hervorgegangen sind. Als Schiller von Hoppe- 
Seyler war er auch mit dieser Zeitschrift fast wihrend der ganzen 
Zeit ihres Bestehens eng verbunden. 

Thierfelder wurde am 22. Februar 1858 in Rostock geboren. 
Sein Vater war dort Universitaétsprofessor und Vorstand der 
Medizinischen Klinik. Nachdem er das Rostocker Gymnasium 
besucht hatte, wahlte er — einer alten Arztfamilie entstammend — 
wieder den Beruf seiner Vater und studierte in Rostock, Tiibingen, 
Heidelberg, Miinchen und Freiburg Medizin. Die erste Vorlesung 
iiber organische Chemie, ein Kolleg, das er spiiter selbst in Tiibingen 
viele Jahre hindurch gelesen hat, hérte er bei Delfs in Heidelberg. 
Von diesem wird erzahlt , daf8 er noch in den 80er Jahren fiir 
Wasser die Formel HO lehrte und die Formel H,O als ganz un- 
wissenschaftliche Neuheit verwarf. Physiologie hérte er in Heidel- 
berg bei Kiithne und in Miinchen bei Voit, die ihre Hérer besonders 
zu fesseln verstanden. 

Eine ausgesprochene Neigung zur physiologischen Chemie hat 
sich wihrend seiner Studienzeit nicht gezeigt. Das erste Interesse 
wurde wohl in Freiburg geweckt, wo er das Staatsexamen machte. 
Wenigstens reifte hier nach bestandenem Examen der EntschluB, 
sich diesem Fach zu widmen. Zum praktischen Arzt fiihlte er 
sich nicht berufen. Es zog ihn vielmehr zu einer rein wissenschaft- 
lichen Tatigkeit hin. So wandte er sich, nachdem er bereits in 
Rostock bei Nasse mit einer Arbeit physiologisch-chemischen 
Inhalts promoviert hatte, an Hoppe-Seyler in Stra8burg und 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CCIII. 1 














E. Klenk, 





2 


erhielt bei ihm im Jahre 1884 eine Assistentenstelle. Hier lernte 
er eine Reihe von namhaften jungen Gelehrten wie Kossel, 
Jacobj, J. v. Mering, Schrader, Ledderhose und Schulze 
kennen, von welchen sich die meisten um Hoppe-Seylers Per- 
sOnlichkeit geschart hatten; mit ihnen blieb er dauernd eng be- 
freundet. Er habilitierte sich 1887 und kam 1891 als Kustos des 
hygienischen Museums zu Rubner nach Berlin. Vier Jahre spiter 
wurde er Leiter der chemischen Abteilung am dortigen physio- 
logischen Institut als Nachfolger von Kossel und 1896 Extra- 
ordinarius. 

Im Jahre 1901 lehnte er den ihm unter der Hand angebotenen, 
durch den Weggang von Kossel frei gewordenen Lehrstuhl der 
Physiologie in Marburg ab, weil er persénlich davon wberzeugt 
war, da8 ein einzelner kaum mehr imstande ist, das Gesamtgebiet 
zu vertreten, und daB die physiologische Chemie bei ihrer be- 
sonderen Forschungsweise vor allem dauernde eigene Arbeits- 
stitten braucht und ihr daher durch voriibergehende Besetzung 
von Lehrstiithlen der Physiologie mit Vertretern ihres Faches 
nur schlecht gedient ist. Aus den gleichen Griinden lehnte er den 


ihm ebenfalls unter der Hand angebotenen Lehrstuhl der Physio- 7 
logie in Géttingen als Nachfolger von Meissner ab. Als Nach- | 
folger Landolts war er inzwischen auch stindiges Mitglied der ~ 
wissenschaftlichen Deputation fiir das Medizinalwesen geworden. |] 
Eine Reihe umfangreicher Gutachten, meist nahrungsmittel- | 
chemischen und ernahrungsphysiologischen Inhalts, sind die | 
in weiteren Fachkreisen bekannt gewordene Frucht seiner Tatig- | 


keit dort. 1909 erfolgte seine Berufung auf den durch den Tod 


Hiifners verwaisten Lehrstuhl der physiologischen Chemie. Der t 


Ruf an die Universitit Tubingen, welche unter allen deutschen 
Universitaiten den hervorragendsten Anteil an der Entwicklung 
der physiologischen Chemie gehabt hat, wo seit dem Beginn des 
vorigen Jahrhunderts in einer fiir Deutschland einzigartigen 
Weise dieses Fach geférdert und gepflegt wird und wo schon sein 
groBer Lehrer Hoppe-Seyler viele Jahre gelehrt und gewirkt 
hat, bedeutete fiir ihn eine besondere Anerkennung. 
Thierfelder hat seine Lehrtitigkeit mit der ihm eigenen 
Griindlichkeit ausgeiibt. Die Vorlesungen wurden auf das sorg- 
failtigste vorbereitet. Sein Vortrag war klar und sachlich. Ganz 
besonderen Wert legte er auf die Ausbildung der jungen Mediziner 
in den chemischen und physiologisch-chemischen Kursen. Dauernd 
bemiihte er sich um jeden einzelnen der Praktikanten, was von 









no 


— 
& & 








Hans Thierfelder + g 


den Studierenden stets gewiirdigt und riihmend mit Dank an- 
erkannt worden ist. Selbst in den letzten Jahren, als er durch 
zunehmende korperliche Beschwerden den Anstrengungen eines 
2- bis 3stiindigen Kurses nicht mehr gewachsen war, lieB er sich 
nicht abhalten, sich regelmafig persénlich von den Kenntnissen 
und Fortschritten der Teilnehmer zu iiberzeugen. 

Kin groBes Verdienst um die physiologische Chemie hat sich 
Thierfelder mit der Fortfiihrung des alten Hoppe-Seylerschen 
Handbuches der physiologisch- und pathologisch-chemischen Ana- 
lyse erworben. Er hat es noch zu Lebzeiten Hoppe-Seylers 
mitbearbeitet, nach dessen Tode in einer Reihe von Auflagen 
neu herausgegeben und stets auf den neuesten Stand der Forschung 
gebracht. Besonderen Wert legte er darauf, nur gut erprobte 
Methoden aufzunehmen. Wo Gweifel iiber die Brauchbarkeit 
bestanden, hat er sie selbst nachgearbeitet. Erst bei der letzten 
Auflage konnte er die Arbeit nicht mehr allein leisten. Hier hat 
er die Hilfe einer Reihe von Mitarbeitern in Anspruch genommen. 
So ist dieses klassische Werk, das schon mehreren Generationen 
ein Wegweiser fiir physiologisch-chemische Arbeiten war, bis auf 
den heutigen Tag in allen Lindern ein unentbehrlicher und zu- 
verlassiger Ratgeber geblieben. 

Thierfelders innere Neigung galt stets der experimentellen 
Forschung. Von morgens friih bis abends spat war er im Labo- 
ratorium. Jede Stunde, wahrend der er auf andere Weise in 
Anspruch genommen wurde, empfand er als unersetzbaren Verlust. 
Immer war er ganz erfiillt von der Sache, die er in Angriff ge- 
nommen hatte. Er war ein sicherer und geschickter Experimentator. 
GréBte Exaktheit und unbedingte Zuverlassigkeit ist das Kenn- 
zeichen seiner Arbeiten. Wenn neuere Untersuchungen in einigen 
wenigen Punkten zu einem etwas abweichenden Ergebnis fiihrten, 
so liegt dies ausschlieBlich in der Natur der Sache begriindet. 

Thierfelder war eine Persénlichkeit von edelstem Charakter. 
Bescheiden, wie er war, liebte er es nicht, seine Person in den 
Vordergrund zu stellen. Schon auf der Schule wurde er von seinen 
Mitschiilern durch sein ehrliches offenes Wesen, das nichts Ge- 
kiinsteltes und Gemachtes hatte, geliebt und geschitzt. Diese 
Kigenschaften lieBen ihn auch spiter zusammen mit einer groBen 
Liebenswiirdigkeit im persénlichen Verkehr menschlich immer so 
iiberaus sympathisch erscheinen. Er besaB zwar einen hellen 
Blick fiir die groBen und kleinen Schwichen seiner Mitmenschen, 
aber nie hat er von jemand etwas Schlechtes erzihlt oder weiter- 
1* 
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erzihlt. So hatte er auch keine Feinde, Seinen Mitarbeitern 
war er in allen Dingen stets ein treuer Berater. Er setzte sich 
fiir sie ein, wo er konnte. 

In Berlin griindete er nach der Ubernahme der Leitung der 
chemischen Abteilung am physiologischen Institut eine Familie. 
In seiner Frau Luise geborene von Beseler hat er die seine 
Natur aufs gliicklichste erginzende Lebensgefihrtin gefunden. 
Der Khe entsprossen zwei Séhne und zwei Téchter. 

Seine Erholung suchte und fand er auf Reisen. Dann ver- 
mochte er die wissenschaftliche Arbeit, die ihn sonst gefesselt 
hielt, vollig zu vergessen und sich ganz der Stimmung des Augen- 
blicks zu iiberlassen. Mit Vorliebe wurden von ihm alte Bau- 
denkmiler und kleine mittelalterliche Stadtchen besucht, wobei 
ihn ein ausgesprochener Sinn fiir die deutsche Vergangenheit 
leitete. So hat er auch das an solchen Stiidtchen reiche Schwaben- 
land besonders lieb gewonnen, und insbesondere das alte Tiibingen 
ist ihm zur zweiten Heimat geworden. 

Thierfelder war eine ernste, sehr feinfiihlige und fast griible- 
rische Natur. Giitig und nachsichtig gegen andere, aber streng 
und unerbittlich gegen sich selbst, bedeutete das Leben fiir ihn 
ein Ringen mit seinem eigenen Ich. Dies fiihrte mit dem Nach- 
lassen seiner groBen Willenskraft infolge zunehmender Alters- 
beschwerden, die schlieBlich im Jahre 1927 einen tiefergehenden 
operativen Eingriff nétig machten, zu schweren seelischen Er- 
schiitterungen. Wenn er noch einma! die Kraft fand, sich wieder 
aufzurichten, so geschah dies nicht zum geringsten im Gedanken 
an bereits iibernommene Verpflichtungen, deren Erfillung im 
Interesse der Sache lag, der er diente; nur dadurch war es ihm 
noch méglich geworden, seine reiche Erfahrung in der Monographie 
,Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide’ niederzulegen. 
Mit Beendigung dieser Arbeit erwies sich auch seine Widerstands- 
kraft als endgiiltig erschépft. Nach schwerstem, monatelangem 
Leiden war der Tod fiir ihn eine Erlésung. 


In seinen ersten Arbeiten beschiaftigte sich Thierfelder — 
wohl auf Veranlassung von Nasse, dem Vorstand des Instituts 
fiir Pharmakologie und physiologische Chemie in Rostock — mit 
der Physiologie der Milchbildung, insbesondere mit den chemischen 
Vorgiingen, die zur Bildung von Milchzucker und Casein fiihren, 
einem Problem, das auch heute noch ungeklirt ist. 

In einer Reihe von weiteren Arbeiten waren dann spiter 
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Milch bzw. Milchbestandteile auch wieder Gegenstand der Unter- 
suchung. Als wichtigstes Ergebnis ist der zusammen mit Giinther 
erhobene Befund zu verzeichnen, da8 die aus saurer Milch isolierte 
Milchséure, entgegen der damals herrschenden Ansicht, durchaus 
nicht immer die inaktive Saure ist, sondern da8 man hiufig auch 
der rechtsdrehenden Form begegnet. Es gelang ihnen, einen Saure- 
erreger zu isolieren, der in sterilisierte Milch tibergeimpft, stets 
reine Rechtsmilchsiure erzeugte. 

Die enge Freundschaft mit J. v. Mering hat auch die wissen- 
schaftlichen Arbeiten Thierfelders weitgehend beeinflu8t. Kurz 
nachdem Schmiedeberg und Meyer das Auftreten von ge- 
paarten Glucuronséuren im Harn nach Eingabe von Campher 
festgestellt hatten, zeigte v. Mering, da8 auch Chioralhydrat in 
ihnlicher Form ausgeschieden wird. v. Mering und Thierfelder 
haben dann das diesbeziigliche Verhalten einer Reihe von tertiaren 
Alkoholen gepriift. Sie fanden, daB eigenartigerweise verschiedene 
Tierarten sich vollkommen anders verhalten kénnen. Wéahrend 
beim Kaninchen nach Verabreichung der Alkohole die gepaarten 
Glucuronséuren meist auftreten, kénnen sie beim Hunde unter 
Umstanden vollstindig fehlen. 

Diese gemeinsame Arbeit hat dann Thierfelder zu weiteren 
Untersuchungen angeregt. Er studierte die Bildung von Glucuron- 
siure beim Hungertier und fand, da durch Hunger glykogenfrei 
gemachte Tiere noch imstande sind, betrichtliche Mengen von 
gepaarten Glucuronsiéuren im Harn auszuscheiden. Es muB also 
im Hungertier eine Neubildung von Zucker stattfinden, als dessen 
Quelle er das EiweiB des Korpers angesehen hat. 

Vor allem aber wurden in der StraBburger Zeit die wichtigen 
Untersuchungen iiber die Konstitution der Glucuronsiure aus- 
gefiihrt. Hier tritt bereits die im ganzen Wesen von Thierfelders 
Persénlichkeit liegende exakte und griindliche Arbeitsweise deut- 
lich hervor. Durch die Oxydation der Glucuronséiure mit Brom, 
wobei Zuckerséure entstand, wurde die Aldehydnatur der Saure 
und die schon von Schmiedeberg und Meyer vermutete nahe 
Beziehung zu Glucose genauer bewiesen. Durch Reduktion mit 
Natriumamalgam erhielt er das Lacton einer mit Gluconsiéure 
isomeren Sdure, das sich identisch erwies mit dem kurz darauf 
von E. Fischer und A. Piloty durch Reduktion von Zucker- 
siure erhaltenen Gulonséurelacton. Auf Grund der Tatsache, 
daB das aus Glucuronsiure gewonnene Lacton nicht identisch ist 
mit dem Lacton der Gluconséure, ware er bereits zu dem erst 
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von Fischer und Piloty gezogenen SchluB berechtigt gewesen, 
daB die Glucuronsiure dieselbe Aldehydgruppe wie die Glucose 
besitzt, und daB die Carboxylgruppe durch Oxydation der end- 
stindigen Alkoholgruppe der Glucose entsteht. Diese hier zum 
Ausdruck kommende, auBerst vorsichtige Zuriickhaltung in der 
Deutung der experimentellen Ergebnisse ist ein fir ihn recht 
charakteristischer Zug. 

In Berlin am hygienischen Institut haben ihn eine Zeitlang — 
dem neuen Tiatigkeitsort entsprechend — Fragestellungen ganz 
anderer Art als in StraBburg beschaftigt. In diese Zeit fallen die 
bereits obenerwahnten Arbeiten iiber die Natur der bei der spon- 
tanen Milchgerinnung auftretenden Milchsiure, und hier wurde 
auch zusammen mit Nuttall damit begonnen, die von Pasteur 
angeschnittene Frage, ob ein Tier ohne Mitwirkung von Bakterien 
im Verdauungskanal zu leben imstande ist, experimentell in 
Angriff zu nehmen. In technisch sehr schwierigen Versuchen, 
welche lingere Zeit hindurch ununterbrochenen Tag- und Nacht- 
dienst erforderten, wurden durch Kaiserschnitt geborene Meer- 
schweinchen einige Zeit hindurch vollkommen steril aufgezogen. 
Die Tiere blieben gesund und verhielten sich durchaus normal. 
Pasteurs Ansicht, daB die Mikroorganismen des Darmkanals 
eine lebenswichtige Rolle spielen, die schon Nencki aus rein 
theoretischen Griinden ablehnte, war damit auch experimentell 
widerlegt. Bei dieser Gelegenheit konnte auch gezeigt werden, 
da& die im Harn neben den gepaarten Schwefelséuren auftretenden 


aromatischen Oxysiuren endogenen Ursprungs und nicht auf | 


Darmfaulnis zuriickzufiihren sind. — In Berlin trat Thierfelder 
auch in persénliche Beziehung zu Emil Fischer. In gemeinsamer 
Arbeit wurde das Verhalten einer Reihe von natiirlichen und 
synthetischen Zuckern gegen einige rein geziichtete Hefearten gepriift. 

Um die Jahrhundertwende fiihrte jahrelange Arbeit zu einem 
groBen Erfolg. Im Jahre 1900 gelang, zusammen mit Worner, 
die Isolierung des Cerebrons. Hier war zum erstenmal ein Cere- 
brosid in zweifelsfrei reinem Zustand isoliert, und es ergab sich 
so die Moéglichkeit, die Natur dieser Substanzen in eindeutiger 
Weise festzulegen. Wie lange Thierfelder gearbeitet hat, bis 
diese Frucht reifte, la8t sich heute nicht mehr genau feststellen. 
Sicher ist nur, daB er bereits 11 Jahre vorher in Stra8burg, als 
die Identitit des Gehirnzuckers mit Galaktose von ihm festgestellt 
wurde, die Isolierung der Muttersubstanz dieses Zuckers in Angriff 
genommen hatte. 
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Damit wbernahm Thierfelder die Fiihrung auf einem 
Arbeitsgebiet , fiir das schon sein Lehrer Hoppe-Seyler ein 
lebhaftes Interesse in ihm geweckt haben diirfte. Sind doch aus 
Hoppe-Seylers Laboratorium in Tiibingen die fiir die Gehirn- 
chemie so wichtigen Arbeiten von Diakonow und Liebreich 
iiber Lecithin und Protagon hervorgegangen. Die Aufgaben, die 
auf diesem Gebiet in rein praparativer Hinsichf noch zu lésen 
waren, haben Thierfelder bis zu seinem Tode gefesselt, und wenn 
heute die Cerebroside als die bestuntersuchten und bestbekannten 
von allen fettartigen Gehirnstoffen anzusehen sind, so ist das in 
erster Linie sein Verdienst und sein Lebenswerk. 

Ihm verdanken wir die Ausarbeitung von zuverlissigen 
Darstellungsmethoden fiir diese Substanzen und die genauere 
Beschreibung der Spaltprodukte von Cerebron und Kerasin, den 
beiden einzigen damals bekannten Vertretern der Cerebroside. 
Die Cerebronséiure wurde als Oxysiure erkannt. Brig] hat in 
Thierfelders Laboratorium gezeigt, daB es sich um eine «-Oxy- 
siure handelt. Zusammen mit Thomas ist das Sphingosin als 
ungesattigter, 2wertiger Aminoalkohol charakterisiert worden. 
Auf Grund der Untersuchungen der Acetylprodukte von Cerebron 
und Kerasin hat Thierfelder zum erstenmal Konstitutions- 
formeln aufgestellt, die sich, abgesehen von einigen Einzelheiten, 
als richtig erwiesen haben. Im Gegensatz zu Levene, nach welchem 
sich die Cerebroside nur durch das Vorhandensein der beiden 
stereomeren Cerebronséuren unterscheiden sollten, stellte Thier- 
felder fest, daB die Fettséure des Kerasins nicht eine Oxysiure 
wie die des Cerebrons ist, sondern da es sich um eine Saéure C,,H,,0, 
handelt, die dann spéter von Levene und West mit Lignocerin- 
siure identifiziert wurde. 

Dem Fernerstehenden ist es kaum méglich, zu beurteilen, mit 
welch eisernem Flei8 und zaher Ausdauer hier jeder kleine Schritt 
vorwarts der Materie abgerungen wurde. Wenn sich Thierfelder 
durch keine noch so gro8e Miihe abschrecken lieB und mit be- 
wunderungswiirdiger Beharrlichkeit sein Ziel verfolgte, so geschah 
dies in dem BewuBtsein, da die Gehirnchemie noch eines der 
ungeklartesten Kapitel der physiologischen Chemie darstellt und 
da8B die Arbeit einmal geleistet werden mu8, um den Weg zu neuen 
irkenntnissen zu bahnen. 

Den gréBeren und wichtigsten Teil dieser Untersuchungen 
hat Thierfelder allein ausgefiihrt. An Mitarbeitern, auBer den 
bereits genannten, sind noch zu erwéhnen: Kitagawa und 
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Loening, die an der Ausarbeitung der Darstellungsmethoden 
beteiligt waren; Riesser, der tiber die bei der Spaltung des Cere- 
brons mit methylalkoholischer Schwefelsiure auftretenden alky- 
lierten Sphingosine arbeitete; Walz, der das Vorkommen von 
Kerasin in der Rindermilz feststellte. SchlieBhich hat der Verfasser 
dann als letzter die Untersuchung auf diesem Gebiete weiter fort- 
gefiihrt, wobei die Eixistenz von zwei weiteren Cerebrosiden nach- 
gewiesen und eines davon in reinem Zustande isoliert wurde. 

Thierfelder hat sein Interesse auch wiederholt den Phospha- 
tiden zugewandt, welehen er bei seinen Untersuchungen iiber die 
Cerebroside immer wieder begegnete und welche sich teilweise 
bei der Reindarstellung der letzteren so unangenehm bemerkbar 
machen. Zusammen mit Stern wurde gefunden, daB auBer dem 
Lecithin im Kigelb auch noch Phosphatide von den Eigenschaften 
des Kephalins und des Sphingomyelins vorhanden sind. Durch 
die Arbeiten von Morruzzi und vor allem von Me Lean, die aus 
Thierfelders Laboratorium kamen, ergaben sich zum erstenmal 
begriindete Zweifel an der Einheitlichkeit des klassischen Lecithins 
als dem in Ather und Alkohol léslichen Monoaminophosphatid, da 
die bei der Spaltung ermittelten Cholinmengen als viel zu klein 
gefunden wurden. Es mute darin auBer dem Cholin noch ein 
zweiter, stickstoffhaltiger Atomkomplex vorhanden sein. Eppler 
hat gezeigt, daB es sich um Aminoathylalkohol handelt, der kurz 
vorher von anderer Seite (Trier) als Spaltprodukt von pflanzlichen 
Lecithinen aufgefunden wurde. Zusammen mit Schulze erfolgte 
dann die Ausarbeitung eines Verfahrens zur Abtrennung dieses 
Aminoalkohols aus den cholinhaltigen Phosphatidhydrolysaten. 
{ine zusammen mit dem Verfasser durchgefiihrte Nachprifung der 
Angaben von Frinkel und Kafka iiber das Vorkommen eines 
Dilignocery!-diglucosamin-phosphorsiureesters fihrte zu dem 
SchluB, daB dieses Phosphatid nicht existiert. Die letzten Jahre 
vor seinem Tode hat Thierfelder sich noch der den Cerebrosiden 
am niichsten stehenden Gruppe von Phosphatiden — Thudi- 
chums Sphingomyelinen — zugewandt. Alle Bemihungen, ein 
einheitliches Individuum zu fassen, waren vergeblich. Die Arbeit 
wurde dann von Merz in Tiibingen fortgesetzt, der die von Levene 
angenommene Konstitution genauer beweisen konnte und der auch 
die bei der Spaltung auftretenden Fettsiuren ermittelte. 

In den Jahren 1918—1923 hatte sich Thierfelder voll- 





stiindig von der Gehirnchemie abgewandt. In diese Zeit fallen 
einige sehr schéne Befunde iiber das Schicksal von kérperfremden 


























Hans Thierfelder t g 


Substanzen im Tierkérper. Nach Eingabe von Phenylessigsiure 
und einigen anderen verwandten Stoffen wurde das Erscheinen 
von Phenylacetyl-glutamin im Harne des Menschen festgestellt, 
waihrend von Hunden diese Saure als Phenacetursiure, von Végeln 
als Phenacetyl-ornithursiure ausgeschieden wird. Dieser Befund 
fihrte dann zu Versuchen itber die Frage, ob Glutamin im Eiweif 
vorkommt und zur Konstitutionsaufklarung des Glutamins. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde das Verhalten von 
fettaromatischen Ketonen und Kohlenwasserstoffen im  Tier- 
kérper studiert, wobei einige Regeln iiber den oxydativen Abbau 
dieser Stoffe aufgefunden wurden. So zeigte sich unter anderem, 
daB bei n-Propylbenzol und den hodheren Homologen offenbar 
zunachst eine Oxydation der Methyl- zur Carboxylgruppe und dann 
anschlieBend f-Oxydation erfolgt. Dabei ergab sich auch die 
bemerkenswerte Tatsache, daB Methyl-phenyl-keton und das ent- 
sprechende Carbinol im ‘Tierkérper zu Mandelsiure oxydiert 
werden kann. — Wahrend sich Thierfelder bei seinen Unter- 
suchungen tiber Cerebroside nur zogernd der Hilfe von Mitarbeitern 
bediente, hat er die vorliegenden fast ausschlieBlich mit solchen 
durchgefiihrt. Hieran haben sich Sherwin, Schempp,v. Cramm, 
Daiber und der Verfasser beteiligt. 


Thierfelders edle und stets hilfsbereite Persénlichkeit wird 
allen, die ihn naher kannten, unvergessen bleiben. In seinem 
selbstlosen Streben und Schaffen, das ganz im Dienste an der groBen 
Sache stand, war er seinen Schiilern als Forscher und Mensch 
ein leuchtendes Vorbild. 





10 


Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
X. Mitteilung.’) 
Bestimmung des Optimums der Temperatur bei Verdauung 
von Eiereiwei8 durch Froschpepsin bei konstantem p,, = 1,6—1,9. 
Von 


N. P. Pjatnitzky. 





(Aus der chemischen Abteilung des Tropeninstituts und aus dem Laboratorium fiir 
biologische Chemie des Kubaner medizinischen Instituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1931.) 


In einer jiingst erschienenen Mitteilung!) haben wir iiber die 
Abhangigkeit der Pepsinwirkung des Froschmagensaftes von der 
H-Ionenkonzentration berichtet. Nach der Ansicht einer Reihe 
von Autoren” *4) unterscheidet sich das Pepsin der Kaltbliiter 
sehr von dem der Warmbliiter. Im Gegensatz zu diesen Ansichten 
fand ich keine nennenswerten Unterschiede zwischen dem Pepsin 
des menschlichen Magensaftes und dem des Frosches. Durch 
Sestimmung der Verdauungskraft nach Mett haben wir fest- 
gestellt, daB ein fast vélliger Parallelismus zwischen der Pepsin- 
wirksamkeit des Froschmagensaftes und des Magensaftes des 
Menschen bei einem Reaktionsmilieu von px = 0,9—8,4 herrscht. 
Das pr-Optimum liegt zwischen 1,6 und 1,9. 

Bei Verschiebung des px nach der sauren Seite nimmt die 
Aktivitét des Pepsins wie vom Frosche, so auch vom Menschen 
sleich stark ab. 

Diese Auseinandersetzungen waren Veranlassung zu _nach- 
folgender Arbeit, deren Anregung ich Herrn Prof. Dr. J. A. Smo- 
rodinzew verdanke. 

Wie bekannt, wirkt Pepsin bei einer Temperatur von 0° 
bis 60° C.5 6) Eine ausgesprochene Wirksamkeitsabnahme tritt 
schon iiber 40° ein; bei 50° wird das Ferment allméahlich, bei 65° 


1) [X. Mitteilung. N. P. Pjatnitzky, Diese Z. 199, 231 (1931). 
2) E. Weiniand, Biol. Z. 41, 35 (1901). 

3) F. Klug, Pfliigers Arch. 60, 43 (1895). 

4) Herwerden, Diese Z. 56, 453 (1908). 

5) F. Klug, Pfliigers Arch. 92, 280 (1902). 

6) Oguro, Biochem. Z. 22, 278 (1909). 
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schnell zerstort.1) Das Temperaturoptimum der Pepsinwirkung der 
Warmbliiter hegt bei 5}0—55°. Hierzu sei bemerkt, daB die Wider- 
standsfahigkeit des Pepsins gegen Hitzezerstérung von der An- 
wesenheit von Salzen, Peptonen, EiweiBk6rpern und anderen 
Kolloiden abhangig ist.) Was das Temperaturoptimum des 
Pepsins der Kaltbliiter anbetrifft, so gibt es dariiber ebenso, wie 
iiber das px-Optimum, Angaben, welche auf einen starken Unter- 
schied zwischen ihm und dem Temperaturoptimum der Warmbliiter 
hindeuten. So hegt das Temperaturoptimum des Pepsins des 
Magensaftes von Fréschen und Hechten bei 20°.%) Also auch An- 
gaben des Schrifttums veranlaBten uns, vergleichende Unter- 
suchungen in dieser Richtung iiber Pepsin bei Kalt- und Warm- 
blitern zu unternehmen. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wie bei friiheren Unter- 
suchungen wurde von mir dieselbe Methode, Magensaft beim Frosch 
zu erhalten, angewandt. Ich erhielt den Magensaft von 10 bis 
20 Fréschen gleichzeitig durch mechanische Reizung der Driisen 
mit Hilfe von Korkstiickchen nach der Methode von Prof. Smirnow. 

Dieses Magensaftgemisch benutzten wir als Pepsinpraparat 
der Kaltbliiter. Als Pepsinpraparat der Warmbliiter diente uns der 
Magensaft des Menschen, welcher nach Aufnahme eines Probe- 
frihstiicks nach Ewald entnommen wurde. 

Das Magensaftgemisch der Frésche besitzt eine geringere 
Wasserstoffionenkonzentration, als der menschliche Magensaft. 
Um das pa der beiden Safte auszugleichen, wurde in jeder Ver- 
suchsreihe zum Froschmagensaft verdiinnte Salzsiéiure zugefiigt, 
bis das pu gleich 1,6—1,9 wurde. Die freie, gebundene Gesamt- 
salzsiure und die Gesamtaciditét wurden nach Michaelis be- 
stimmt; das px nach der Chinhydron-Methode. Die Verdauungs- 
kraft wurde nach Mett mit EiweiBstabchen in 2 com des Magen- 
saftes bestimmt. 

Die Verdauung wurde bei 10stiindigem Aufenthalt im Wasser- 
bade bei verschiedenen Temperaturen von 0 bis 65° mit 5minutigen 
Zwischenriumen beobachtet. Abweichungen von der gewiinschten 
Temperatur iberwogen nie 1°. Unter solchen Bedingungen wurden 
5 Serien von Versuchen durchgefihrt. Die Tab. I stellt eine Zu- 
sammenfassung der Ergebnisse der angestellten Versuche dar. 





1) H. Roeder, Biochem. Z. 24, 496 (1910). 

*) Bernatzky, Biochem. Z. 28, 49 (1891). 

3) Maximowitsch, Lehrbuch f. Physiol. Chemie. §.111 (1920), 
(russisch). 
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Aus der Tabelle folgt, daB die Aktivitaét des Pepsins des 
Frosches ebenso wie die des menschlichen Magensaftes schnell 
mit steigender Temperatur zunimmt. Dieses gilt fiir alle 5 Ver- 
__ @ suchsserien. Die Art der Verdauungskurven zeigt gute Uberein- 
* stimmung fiir beide Pepsine. Eine kleine Abweichung davon 
~ @ veigt nur das Temperaturoptimum. Wahrend das Temperatur- 
® optimum fiir das Pepsin des Menschen bei 50—55° liegt, liegt das 
® (Optimum fiir das Pepsin des Frosches bei 45—50°. Bei niedrigen 
12 Temperaturen gehen die Versuchskurven einander parallel, schlieB- 
® lich zeigen beide Pepsine gleiche Wirksamkeit auch bei 0° C. 
— I Um den Einflu8 der thermischen Inaktivierung auf Pepsin 
© des Frosches und Menschen zu kliren, habe ich eine Reihe Versuche 
nach Mett bei 40° mit Saften, die vorher 1/, Stunde lang bei einer 
Temperatur von 70—50° C erhitzt wurden, angestellt, und eine 
Serie mit Séften, die vorher dauernd (10 Stunden) bei einer Tempe- 
ratur von 55—40° erhitzt wurden. Jedesmal wurde px gemessen. 
® (Tab. 2 und 3.) 
_ 7 Tabelle 2. 
xt ® Die Verdauungskraft nach Mett (vgl. Anm. S. 12); Verdauungszeit 10 Stunden 
bei 40° C nach vorhergehender halbstiindiger Erhitzung der Safte 
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Tals Siete ae 































bei verschiedenen Temperaturen. 
S ‘ mn | a 2 b 
Q fe wo, |——— - —_j—_-___— . _ a 
. 35 m ~t | om m | gg te nm WO 
— Mm iré Sta | SH ot | oe cs auN 
m= > S wp A an a | pAQ ah 
mss Sqn | &€,7 Se” | Ses. i 
A PE 2 é 3 a 2 | $54 | $8.3 | a2 | 
“o fe =r B'S. aS im S$ | FO x So 
fo ik a mM 2) RQ , 
SB” | ee | BE | OBS get™ | 236 
. i in° a's | om Be aS aS = Ay 
A 70 0 | 0 0 0 0 
65 2 |  Spuren 1,8 1,8 0 
= 60 58 — 0,8 6 6,2 0,6 
55 6 | 3,8 6,9 7,1 4,6 
50 7 | 5,2 7,2 7,4 6,2 
° 45 7 | 6 7,2 7,4 | 7 
15 68 | 6,2 7,2 a 1.4% 
Aus der Tab. 2 folgt, daB die Erhitzung der Safte wihrend 
1, Stunde bei 70° beide Praparate vollig zerstért. Bei 65° fallt die 
Aktivitét des menschlichen Saftes (nach 13/,stiindiger Krhitzung) 
2 Pesehr stark (1,8 mm in 12 Stunden bei 40° C). Der Froschsaft wird 
~ a ° ae ; Be. © . ; - a : 
| | auch bei diesen Bedingungen vollig inaktiv. Bei 65—55° betrigt die 
< _ Verdauungskraft des menschlichen Saftes 6 und 6,9 mm Ejiweib- 
.¢ fp stibchen nach Mett; die des Magensaftes des Frosches betriigt 
Of 


dementsprechend 0,5—4,5 mm. 
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Tabelle 3. 


Verdauungskraft nach Mett (vgl. Anm. 8.12). Verdauungszeit 12 Stunden 


bei 40°C nach vorlaiufiger 10stiindiger Erhitzung der Safte 
bei verschiedenen Temperaturen. 
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55° 2,2 0 5 0 5,6 | 0,6 
50 Ss 0,9 1,2 1 7 2.2 
45 9 3,2 8 3,8 8 4,5 
40 9 5 8 4,2 8 5 
15 9 5 7,8 4,2 8 5 














Aus der Tab. 3 foigt, daB vorherige dauernde (10 Stunden) Er- 
hitzung die Stabilitét des Fermentes gegen Hitzezerstérung steigert. 
Nach einer vorliufigen 10stiindigen HKrhitzung des menschlichen 
Saftes bei 55° C betraigt die Verdauungskraft 2,2 mm (10 Stunden 
bei 40°) statt 9 mm beim Saft, der keiner Erhitzung unterworfen 
wurde. 

Der mit den Korkstiickchen aus dem Magen des Frosches 
hergestellte Saft ist in diesen Versuchen (nach 10 Stunden bei 
55°) vollig zerstért. Bei 50° zeigt der Magensaft des Frosches unter 
diesen Bedingungen eine schwache Verdauungskraft, bei 45° ist 
er wirksamer, bei 40° andert er sich nicht. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Magensafts des 
Frosches, betreffs Abhangigkeit der Aktivitét des Pepsins von der 
Temperatur, fallen zusammen mit den Resultaten der Unter- 
suchungen bei Warmbliitern, nimlich Lage des Temperatur- 
optimums bei 50° C, allmihliche Verminderung der Verdauungs- 
kraft bei 40—55° und schnelle Zerstérung bei 60—65° C. Die 
geringe Abweichung, welche zwischen Pepsin des Frosches und 
des Menschen entsteht, stellt nichts Besonderes dar. Schon Ber- 
natzky*) hat darauf hingewiesen, daB Salze, Peptone, Hiweil- 
kérper und andere Kolloide die Widerstandsfaihigkeit gegen Hitze- 


zerstérung stark beférdern. Es unterliegt keinem Zweifel, dah | 7 
die chemische Zusammensetzung der beiden von mir untersuchten | 7 
Magensiifte nicht identisch sein kann, worauf wir schon in fritheren | © 
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1) a. a. O. 
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Mitteilungen hingewiesen haben. Eine vollige Ubereinstimmung 
diirfte man ja in diesem Falle kaum erwarten. 

Aus diesen Versuchen darf ich mit Sicherheit den Schlub 
ziehen, daB die Ansichten der Autoren, daB das Temperatur- 
optimum der Pepsinwirkung der Frésche und Hechte bei 20° 
liegt, auf einem Mifverstéindnis beruhen und es ndétig ist, diese 
Ansichten wesentlich zu_berichtigen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Aktivitéit des Magensaftes des Frosches, der nach der 
Methode von Prof. Smirnow erhalten wurde, nimmt bei gleich- 
bleibenden px mit steigender Temperatur zu, analog den Verhiilt- 
nissen bei Warmbliitern. 

2. Das Temperaturoptimum der Pepsinwirkung des Frosches 
liegt bei 45—50°, d. h. es fallt mit den Literaturangaben fir 
Pepsin der Warmbliiter zusammen. 

3. Durch Erhitzung des Froschmagensaftes 1/, Stunde lang 
hei 65° wird das Pepsin vollig zerstért. 

4. Dauernde Erhitzung (10 Stunden) bei 40° duBert sich nicht 
auf die Aktivitét des Pepsins; dauernde Erhitzung (10 Stunden) bei 
45° vermindert die Aktivitit des Pepsins, bei 50° steigt die Ver- 
minderung wesentlich, bei 55—60° wird das Pespin zerstért. 

5. Die Kurve der Pepsinverdauung beim Frosch unterscheidet 
sich ein wenig von der beim Menschen, was augenscheinlich von 
den Beimengungen der Praéparate abhiangt. 

6. Die Ergebnisse der Versuche mit Magensaft des Menschen 
bestétigen die Ansichten der friiheren Autoren. 

7. Die Ergebnisse der Versuche mit Magensaft des Frosches 
widersprechen den Literaturangaben dariiber. 

8. In dieser Arbeit, ebenso wie in den vorigen, gelingt es uns 
nicht, Beweise zugunsten der Theorie iiber die Besonderheit der 
Natur des Pepsins der Kaltbliiter zu finden. 


Herrn Prof. Dr. J. A. Smorodinzew bin ich fiir seine un- 
mittelbare Leitung der vorliegenden Arbeit zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 


__ Der Laborantin W. A. Popowa spreche ich meinen auf- 
richtigen Dank aus fiir ihre Hilfe bei Ausfiihrung der Versuche. 
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Uber die enzymatische Spaltbarkeit der Amylo- 
und Erythrokérper aus Starke. 


(I. Mitteilung tiber enzymatische Amylolyse.) 


Von 
Max Samee und Ernst Waldschmidt-Leitz. 


(Nach Versuchen von Zvonimir Canié.) 


(Aus dem Chemischen Institut der Kénig Alexander-Universitét in Laibach 
und dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1931.) 


Der Zerfall der Starkesubstanzen unter dem Kinflu8B von 
Fermenten hat seit jeher das Interesse der Forscher gefesselt. 
Mit zunehmender Kenntnis der Stirke und Verfeinerung der 
organischen Arbeitsmethoden haben sich die Ergebnisse vertieft 
und die Fragestellungen prazisiert; doch haften auch den neueren 
Arbeiten auf diesem Gebiete vielfach gewisse Mingel an, sei es 
eine ungeniigende Kinheitlichkeit des Substrates, sei es eine frag- 
liche Einheitlichkeit des Fermentes. Dies hat uns veranlaBt, zu 
gemeinsamer Arbeit zusammenzutreten, um die Erfahrungen der 
Stiirkechemie zugleich mit denen der Enzymchemie der Erforschung 
der Amylolyse nutzbar zu machen. Die vorliegende Mitteilung 
bildet das erste Glied der in Angriff genommenen Untersuchungs- 


reihe. 


I. Zur Frage nach der spezifischen Spaltbarkeit von Starkekomponenten. 


In allen Entwicklungsstadien der Starkechemie trifft man 
auf Angaben, daB die einzelnen Bestandteile des Starkekorns 
gegeniiber diastatischen Fermenten eine verschiedene Resistenz 
zeigen.) Die nach den alteren Beobachtungen vorgenommene 
Kinteilung der Stirkesubstanzen in Amylocellulose und in Amylose 
muBte indessen zu Beginn dieses Jahrhunderts auf Grund der 





1) Literatur vgl. bei M. Samec, Kolloidchemie der Starke. Th. Stein- 
kopff, Dresden u. Leipzig 1927, 8. 1—7. 
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Erfahrungen von A. Meyer?) sowie von L. Maquenne und 
Ii. Roux?) berichtigt werden, wonach die Resistenz der Stirke- 
substanz bei zunehmendem Alter der Lésungen, bzw. des Kleisters 
wesentlich ansteigt. Statt dessen fiihrten Maquenne und Roux 
die Klassifikation der Stirkesubstanzen nach Amylosen und 
Amylopektin ein. Da sie bei ihren Abbauversuchen etwa ein Fiinftel 
der Stéirkesubstanz in Form resistenter Dextrine wiederfanden, 
und zwar unter Bedingungen, unter welchen die Amylosen voll- 
stiindig verzuckert werden, nahmen sie an, daf ihr Amylopektin 
cegeniiber diastatischen Fermenten resistenter sei als die Amylosen.®) 

Z. Gruzewska*) unterzog diese Ansicht unter Anwendung 
von Pankreassaft einer experimentellen Uberpriifung5) und gelangte 
zu folgenden Ergebnissen: Amylopektin geht in der ersten, relativ 
kurzen Phase des Abbaus in ein mit Jod sich rot firbendes Dextrin 
iiber; dieses verwandelt sich in Achroodextrine und diese ergeben 
weiter tiber Maltose Glucose. Auch die Amylose wird anfangs rasch 
abgebaut; doch retrogradiert ein Teil derselben und wird resistent, 
so daB nur die schon gebildeten Dextrine einem weiteren Zerfall 
zuginglich sind. Die Starke selbst verhalt sich wie ein Gemisch 
von Amylopektin und Amylose. Trotz dieser qualitativen Unter- 
schiede bei den beiden Starkekomponenten ergaben sich keine 
nennenswerten Unterschiede in der Geschwindigkeit ihrer Hydro- 
lyse, so daB die Annahme von Maquenne und Roux in diesen 
Versuchen zunichst keine Bestatigung fand. 

Nicht viel mehr Erfolg hatten die Versuche von H. Prings- 
heim®), die nach Gruzewska dargestellten Stirkekomponenten 
durch Eimwirkung des Bacterium macerans zu differenzieren. 
Zwar wurde aus dem Amylopektinanteil mehr /-Dextrin erhalten 
als aus dem Amylosenanteil, indessen war ein besonders groBer 
Unterschied nicht zu konstatieren. 

Die von Gruzewska ausgefiihrte Trennung der Amylosen 
und des mutmaBlichen Amylopektins war nicht sehr scharf; auch 
war die Aufgabe bei der unklaren Definition des Amylopektins 


1) Untersuchungen iiber Starkekérner. Jena 1895, S. 5. 

2) C. r. Acad. Sci. 187, 88, 797 (1903); L. Maquenne, ebenda 137, 
1266 (1903); 188, 212, 375 (1904). 

3) L. Maquenne u. E. Roux, Ann. chim. (8) 9, 179 (1906). 

4) J. Physiol. Pathol. gén. 14, 32 (1912). 

*) Angewandt Hundepankreassaft bei 37° und schwach alkalischer 
teaktion. 

°) H. Pringsheim u. F. Eisler, Ber. chem. Ges. 42, 959 (1913). 
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als ,,Kleisterbildender Bestandteil mit violetter Jodfarbe*‘ nicht 
streng genug umschrieben. Trotz einer groben Trennungsmethode?) 
konnten indessen H. C. Sherman und J. C. Baker?) feststellen, 
da8B die ,,Inhaltssubstanz‘‘ der Starkekérner (Amylosen) schneller 
verzuckert werde als die Hillensubstanz (Amylopektin). 

Die von M. Samec?) eingefiihrte Elektrodesintegration der 
Stirkekleister und die Uberfiihrung des kleistrigen, phosphor- 
haltigen Stairkeanteils in einen nicht kleistrigen, phosphorfreien 
gaben neuen Ansto8 zur Diskussion der Frage nach der chemischen 
Heterogenitaét der das Starkekorn aufbauenden Bestandteile. Bei- 
trige hierzu brachten P. Karrer*), H. Pringsheim'), A. Pic- 
tet®), K. Sjéberg7) und M. Samec’). Wahrend Karrer einen 
einheitlichen Aufbau des Stirkekorns postulierte, ergaben die 
angefiihrten Arbeiten der anderen Autoren ein so reiches experi- 
mentelles Material zugunsten einer ,,dualistischen Theorie“, dah 
sich diese letztere Anschauung immer mehr durchzusetzen scheint. 

Wiahrend Pringsheim als Grundsubstanz der Amylosen ein 
Disaccharid und als Grundsubstanz des Amylopektins ein Tri- 
saccharid annahm, fiihrten A. R. Ling und D.R.Nanji¥) die 
Unterschiede der beiden Komponenten auf eine verschiedene 
sterische Konfiguration zuriick. Sie identifizierten das durch 
Kinwirkung von Gerstenamylase auf ldsliche Starke erhaltene 
,Amylodextrin“?°) als einen Abkémmling des Amylopektins, und 
faBten es als eine «-,$-Hexaamylose auf, wahrend sie eine «-Hexa- 
amylose als die Grundeinheit der polymeren Amylose ansahen. 

Kine vermittelnde Stellung zwischen der ,,monistischen’ und 
der ,,dualistischen“* Theorie nahm K. Josephson) ein. Nach ihm 





1) Zentrifugieren eines 1°/,igen Stirkekleisters. 

2) J. Amer. Chem. Soc. 838, 1885 (1916). 

3) M. Samec u. H. Haerdtl, Kolloidchem. Beih. 12, 281 (1920); 
M. Samec, C. r. Acad. Sci. 172, 1079 (1921); M. Samec u. A. Mayer, 
Kolloidchem. Beih. 13, 271 (1921). 

4) Vgl. P. Karrer, Polymere Kobhlehydrate, daselbst Literatur. 

5) Vgl. H. Pringsheim, Polysaccharide. Berlin 1931, 8. 182, 197, 
202, 242. 

6) A. Pictet u. R. Jahn, Helvet. chim. Acta 5, 640 (1922). 

7) Ber. chem. Ges. 57, 1251 (1924). 

8) Kolloidchem. Beih. 21, 55 (1925); Biochem. Z. 195, 40 (1928); 
M.Samec u. M. Blinc, Kolloidchem. Beih. 30, 163 (1930); M. Samec, 
ebenda 82, 103 (1931). 

*) J. chem. Soc. 127, 630 (1925). 

10) Vel. J. L. Baker, J. chem. Soc. 81, 1177 (1902). 

11) Diese Z. 174, 179 (1927). 
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ist als die ,,Elementarmolekel‘ der Amylose @in Anhydro- 
disaccharid anzusehen, wihrend der Elementarbaustein des Amylo- 
pektins durch Assoziation eines solehen Anhydrodisaccharids mit 
einer Anhydroglucose, und zwar unter Vermittlung von Affinitits- 
resten der Sauerstoffbriicken, entstehen soll. 


Die angefiihrten Untersuchungen itber die Amylosen und das 
Amylopektin insgesamt setzen stillschweigend voraus, da die 
Verkopplung des Amylopektins mit Phosphorsiiure und die da- 
durch bedingte sehr starke Hydratation, also diejenigen Faktoren, 
welche das Amylopektin von den Amylosen am auffilligsten unter- 
scheiden, auf den Verlauf des enzymatischen Abbaus ohne KinfluB 
sind. Mag diese Voraussetzung fiir grébere Kingriffe wie den Abbau 
mit Saéure oder mit Glycerin zutreffen, fiir den Vergleich von 
Enzymwirkungen ist sie zweifelhaft und es erscheinen die er- 
haltenen Ergebnisse daher nicht beweisend. Fiir den Nachweis 
konstitutiver Unterschiede der Staérkekomponenten hat man den 
Amylosen nicht das Amylopektin, sondern vielmehr die aus diesem 
durch Abspaltung der Phosphorsiéure gebildeten und nur wenig 
hydratisierten Kohlenhydrate, die Erythroamylosen, gegeniiber- 
zustellen.?) 


Kin Vergleich dieser beiden Stirkesubstanzen, der Amylo- 
und der Erythroamylosen, wurde in den letzten Jahren von dem 
einen von uns auf breiter Basis durchgefiihrt. Ks zeigte sich, dab 
die zahlreichen Unterschiede zwischen den Amylo- und den Ery- 
throamylosen auf sehr verschiedene titbermolekulare Anziehungs- 
krifte zuriickgefiihrt werden kénnen; diese sind bei den Amylo- 
kérpern groB, bei den Erythrokérpern wesentlich kleiner. Da 
namentlich die Sauerstoffringe und die Hydroxylgruppen die 
Triger gré8erer Affinitaétsreste sind, ergab sich die Annahme, dai 
die beiden Starkesubstanzen durch verschieden weit gespannte 
oder verschieden gelagerte Sauerstoffbriicken und durch raéumlich 
verschieden gelagerte Hydroxylgruppen als Folge verschieden- 
artiger glucosidischer Bindung, vielleicht auch allein durch letztere, 
unterschieden sind. In diesem Zusammenhange scheint nun die 
Untersuchung der Amylolyse unter Anwendung reinerer Knzyme 
in erster Linie Erfolg zu versprechén, insbesondere nach den Be- 
obachtungen von R. Kuhn?), nach welchen die einzelnen Amylasen 


1) M. Samec u. A. Mayer, C. r. Acad. Sci. 173, 321 (1921); Kolloid- 
chem. Beih. 16, 89 (1922). 
2) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 
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die Maltose in verschiedenen sterischen Formen entstehen lassen 
und mit Riicksicht darauf in «- und in f-Amylasen einzuteilen 
waren. Die Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war daher 
ein vorliufiger Vergleich verschiedener gereinigter Amylasen, aus 
Pankreas, Gerste und Malz, in ihrer Wirkung auf Amylo- und 
[rythroamylosen der Kartoffelstirke. 


II. Versuche. 


1. Enzymloésungen. 


Pankreasamylase. Man bereitete die Rohlésungen des 
Enzyms durch Extraktion getrockneter Driisen vom Schwein mit 
Glycerin nach den Angaben von R. Willstatter, KE. Wald- 
schmidt-Leitz und A. R. F. Hesse*); auch die Abtrennung der 
Pankreaslipase, des fett- und esterspaltenden Enzyms, von der 
Amylase wurde, wie dort beschrieben, durch wiederholte Behandlung 
mit Tonerde, der Sorte C,, vorgenommen. Eine noch weitergehend 
gereinigte Amylaselésung wurde durch aufeinanderfolgende Ad- 
sorption des Glycerinauszugs mit T'onerde C, und mit Kaolin (bei 
pu = 5,0), mittels der nimlichen T'onerde bei neutraler Reaktion 
und in Gegenwart von 20°/, Alkohol, endlich mit Hisenhydroxyd 
(bei px = 5,0) gewonnen?); sie erwies sich frei von den ibrigen 
bekannten Enzymen der Driise. 

Fiir die Untersuchung der enzymatischen Stirkespaltung 
scheint uns insbesondere die Frage nach der Mitwirkung von 
Phosphatasen Beachtung zu verdienen; denn es ist bekannt, daf 
diese Enzyme aus der Kartoffelstarke wie aus synthetischen Amylo- 
phosphorsdéuren Phosphorséure abzuspalten vermégen.’) Es bedarf 
der Priifung, inwieweit Phosphatasen am Abbau der natiirlichen 
Stiirke, z. B. in den Verdauungssiften, beteiligt sind und inwieweit 
die Gegenwart veresterter Phosphorsiure in der Stirke auf die 
Wirkung der Amylasen von EinfluB ist. Obwohl in der vorliegenden 
Untersuchung noch nicht die phosphorhaltigen Stiérkeanteile, nur 
phosphorfreie Substrate wie die Amylo- und Erythroamylosen 
gepriift wurden, wird ein Verfahren von Nutzen sein kénnen, das 
die Abtrennung der Phosphatase erlaubt; denn diese findet sich 





1) Diese Z. 126, 143 (1922/23). 
2) Zufolge E. Waldschmidt-Leitz u. M. Reichel, Diese Z., im 


Druck. 
8) M. Samec, C. r. Acad. Sci. 181, 532 (1925). 
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entgegen bisherigen Angaben der Literatur?) auch in den Ausziigen 
aus Pankreas. Man erreicht ihre Abtrennung, gleichwie die der 
Lipase, durch Einwirkung von Tonerde C, bei miBig saurer Re- 
aktion. 

Die Bestimmung der Phosphatase nahm man _ gegeniiber 
clycerophosphorsaurem Natrium vor, in Anlehnung an das yon 
H. Erdtman?) angewandte Verfahren. 


Bestimmungsverfahren: 2,0ccm 50°/,iges Natriumglycerophosphat 
+ 10,0ccm n-Ammoniak~Ammonchloridpuffer von py = 8,9 + 58 ccm 
Enzymlésung (z. B. 10,0ccm Glycerinauszug enthaltend) bei 30° belassen; 
abgespaltene Phosphorséure in 10,0 ccm des Ansatzes nach dem Verdiinnen 
auf 50cem durch Fallung mit Magnesiamixtur als Mg,P,0, bestimmt.*) 

Unter der Einwirkung von 10,0ccm Glycerinauszug aus Trocken- 
pankreas (entsprechend 1,43 ccm in der Analysenprobe) erhielt man so 


nach 0 2 4 6 8 25 Stunden 
13 2.7 432 35 4,6 18,2mg Mg,P,0,. 

In den mit Tonerde C, bei px = 5.0 behandelten und so von 
Lipase befreiten Glycerinausziigen beobachtete man dagegen keine 
Phosphatasewirkung mehr. 

Amylase aus Gersteund Malz. Die Lésungen der Gersten- 
amylase bereiteten wir stets frisch durch 2stiindige Extraktion 
cemahlener Gerste mit der 5fachen Menge Wassers bei Zimmer- 
temperatur und' durch Filtration. Fiir die Darstellung von Malz- 
amylase verwandten wir Griinmalz, das durch 3tigiges Weichen 
der Gerste in Wasser bei Zimmertemperatur und durch Keimen- 
lassen zwischen Filtrierpapier (Keimlinge etwa doppelt so groB wie 
die Gerstenkérner) erhalten war; die Extraktion erfolgte durch 
12stiindige Einwirkung der 5fachen Wassermenge (auf ungekeimte 
Gerste bezogen). 

Zur; Reinigung der *Amylase aus ,Griinmalz erwies sich ihre 
Adsorption an Tonerde C, (bei px = 8,8)’und ebenso die Adsorption 
an Kisenhydroxyd (bei px = 5,0) und die Elution der Adsorbate 
mit 0,2 mol-Na,HPO, als geeignet; mit diesen Operationen war 
eine Abtrennung reduzierender Begleitsubstanzen verbunden, 
die die Rohlésungen des Enzyms aus Griinmalz in erheblichem 
Ma8e verunreinigen und die die Genauigkeit seiner Bestimmung 





1) Vgl. P. Grosser u. J. Husler, Biochem. Z. 39, 1 (1912); K. G. 
Falk u. K. Sugiura, J. Amer. chem. Soc. 87, 217 (1915); A. Clementi, 
Arch. internat. Phys. 22, 121 (1923). 

2) Diese Z. 172, 182 (1927). 

3) Eine Enteiwei8ung erwies sich bei dem geringen Gehalt der an- 
gewandten Enzymlésungen an Eiwei8 entbehrlich. 
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leicht zu beeintrachtigen vermégen. Eine Abtrennung der Phos- 
phatase, welche sich, den Beobachtungen der Literatur ent- 
sprechend!), in den Griimmalzausziigen findet, ist durch diese 
Adsorptionsvornahmen noch nicht erreicht worden. Es erscheint 
indessen bemerkenswert, daB die beschriebenen Ausziige aus un- 
gekeimter Gerste keine Phosphatasewirkung aufweisen. 

Die Bestimmung der Amylase aus Malz wie aus Gerste nahm 
man bei dem fiir beide Enzyme optimalen px von 5.1 vor.”) Da 
nach zahlreichen Angaben der neueren Literatur*) der Starke- 
abbau durch Getreideamylase, wenigstens im Anfangsbereiche der 
Spaltung, einer Gleichung erster Ordnung folgt, haben wir, um 
einen Vergleich der angewandten Mengen pflanzlicher und tierischer 
Amylase zu erméglichen, als vorlaufiges Ma8 fiir die Menge von 
Malz- und Gerstenamylase nach dem von R. Willstatter, 
KX. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse*) gegebenen Vor- 
bilde an pankreatischem Enzym als Kinheit die Konstante der 
monomolekularen Reaktion unter den Bestimmungsbedingungen 
verwandt (Substratmenge und -konzentration, wie fiir die Be- 
stimmung der Pankreasamylase angegeben). 


2. Enzymatischer Abbau der Amyloamylosen. 


Das physikalische und kolloidchemische Verhalten der Amylo- 
amylosen hat der eine von uns>) ausfiihrlich beschrieben. Sie 
stehen den nach Tanret, Ling und Nanji sowie Pringsheim 
und Wolfsohn u. a. dargestellten Amylosen sehr nahe, sind jedoch 
vor diesen durch eine gréBere Homogenitaét und Elektrolytfreiheit 
ausgezeichnet. Wir erhielten sie durch Elektrodialyse einer 2°/,igen, 
durch 3/,stiindiges Erhitzen auf 120° gewonnenen Lésung von 
Kartoffelstirke als in der Regel 0,36°/jige, leicht opake Sole. 

Solche Lésungen altern bekanntlich rasch, wobei ihre enzy- 
matische Angreifbarkeit abnimmt. Um das Verhalten unseres 

1) Vgl. L. Adler, Biochem. Z. 70, 1 (1915); A. Némec, ebenda 93, 
94 (1919); 187, 570 (1923). 

2) Das Verfahren der Bestimmung wird in einer demnachst zu _ ver- 
6ffentlichenden Untersuchung von E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr 
naher beschrieben werden. 

8) Vgl. dazu H. C. Sherman u. J. A. Walker, J. Amer. chem. Soc. 
39, 1476 (1917); H. v. Euler u. O. Svanberg, Diese Z. 112, 193 (1920); 
vgl. dagegen H. Liiers u. W. Wasmund, Fermentforschung 5, 169 (1921/22). 

4) Diese Z. 126, 143 und zwar S. 155ff. (1922/23). 

5) Vgl. 8. 3, Anm. 8 
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s- [fF Substrates in dieser Richtung zu priifen, iiberlieBen wir frisch 
t- [fF  erhaltene sowie 3 Tage bei Zimmertemperatur gealterte Lésung 
se —  (Alterungszeit bestimmt von der Entnahme aus dem Autoklaven 
nt § an) unter den naimlichen Bedingungen der Einwirkung von Pankreas- 
n- [ amylase. Wie Tab. 1 belegt, hatte sich die enzymatische Spalt- 
_ barkeit des Sols nach dieser Zeit nicht geindert. 
-" . Tabelle 1. 
4 Alter der Amyloamyloselésung und Spaltbarkeit durch Pankreas- 
i amylase. 
er sf = (0,125 g Substrat; 0,50 ccm Pankreasglycerinauszug (im Verhiiltnis 1: 250 
an _ mit Wasser verdiinnt); 10,0 ccm 0,2 mol-Phosphatpuffer von py = 6,8; 
er —  1,0ccm 0,2 n-NaCl; Gesamtvolumen 50 ccm; 37°; Angaben bedeuten Prozent 
on densest Maltose.) 
', @ _Einwirkungsdauer (Minuten) 
yr Substrat — 
i ee 0 10) 20 | 30 i 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 180, 
on [i Friches Sol... 24 | 47 60 | 69 | 74 75 | 76 77 | 78 
—— 3 Tage gealtertes Sol . . 24 | 46 | 56 68 | | 75 | 76 | 77 | 79 
Abbau durch Pankreasamylase. Amyloamylosen werden 
durch Pankreasamylase, die Anwendung einer geniigend groBen 
Enzymmenge vorausgesetzt, praktisch vollstandig bis zur Stufe der 
7 Maltose abgebaut; dies gilt fiir die Kinwirkung roher Ausziige wie 
lin fiir die gereinigter Knzympraparate. Es ist bemerkenswert, dab 
™ die Geschwindigkeit der Verzuckerung nach Bildung von etwa drei 
eh Vierteln der theoretisch méglichen Maltosemenge?) sehr verlangsamt 
att wird, entsprechend dem bekannten Verhalten der Gesamtstirke- 
mn, substanz bei der enzymatischen Hydrolyse. Wir haben noch nicht 
on EE gepriift, ob diese Erscheinung auf zunehmender Hemmung durch 
die Spaltprodukte oder ob sie, was man fiir wahrscheinlicher halten 
wy. sollte, auf der schwereren Spaltbarkeit gewisser Zwischenprodukte 
si der Hydrolyse beruht. 
; Wir geben die Abbauversuche mit verschiedenen Mengen 
93, ' rohen und gereinigten Enzyms in den nachstehenden Tabb. 2—4 
' wieder. 
yer: ase at 
urr 1) Wir sprechen der Kiirze halber immer von Maltose. Es soll jedoch 
betont werden, daB die angewandte jodometrische ,,Maltose‘‘- Bestimmung 
‘oc. [—& auBer der Maltose Zwischenprodukte der Hydrolyse erfaBt, sofern sie freie 
0); q Aldehydgruppen enthalten. Da man diese auch als Maltose-Aldehydgruppen 
22). J in Rechnung setzt, so ergibt diese Bestimmungsart ein anderes Bild der 


Hydrolyse, als tatsichlich vorhanden; das Ende der Reaktion, bei voll- 
standiger Hydrolyse, wird natiirlich richtig erfaBt. 
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Tabelle 2. 


EKinwirkung roher Pankreasamylase auf Amyloamylose. 
(Glycerinauszug aus Pankreas; 0,125 bzw. 0,140g Substrat; 10,0 ccm 
0,2 mol-Phosphatpuffer von px = 6,8; 1,0ccm 0,2 n-NaCl; Gesamtvolumen 

50 ccm; Angaben bedeuten Prozent Maltose.) 








Angew. Pamnenastte. Verzuckerungsgrad nach Minuten 
Am.-E. | Substrat | 10 | 20 | 30 | 40 | 60 | 80 | 90 |100 120180)240 360 











cy ; | | 
0,0075 125 24 | 47 | 60 | 69 | 74 | 75 | — 76 77 73|—|— 
0,015 125 51 | 71 | 78 | 84 | 85 | — | 85 | — | 87 —|—| 88 
0,039 MO Bee) oe fe | — | | | |e — 
0,090 125 86 | 87 | 88 | — | 90 [a | 9) — 92; —| —| 92 
0,156 Me Fm ee | ee [| el 





Tabelle 3. 
Kinwirkung gereinigter Pankreasamylase auf Amyloamylose. 
(Glycerinauszug, durch Behandlung mit Tonerde von Lipase und Phos- 


phatase befreit (vgl. Kap. I); Ansatz wie in Tab. 2; Angaben bedeuten 
Prozent Maltose.) 





Angew. | Angew.mg| ___Vereuckerungsgrad nach Minuten 
Am.-E. | Substrat | 5 | 10 | 15 | 20 | 30 | 40 | 60 | 90 | 120 








0,0063 125 eee ae ee 
0,025 125 42 | 67 | 74 | 76 | 78 | 79 | 80 | 80 | — 
0,086 ee aes poe eae ee es on oe 
0,430 140 — fe pele le le | ee |] KH | 


Tabelle 4. 


EKinwirkung weitgehend gereinigter Pankreasamylase auf Amylo- 
amylose. 
(Glycerinauszug, durch Adsorption mit Tonerde, Kaolin und Eisenhydroxyd 
gereinigt (vgl. Kap. I); 0,140g Substrat; Ansatz wie in Tab. 2; Angaben 
bedeuten Prozent Maltose.) 





Angew. | __Verauckerungsgrad nach Stunden _ 

Am.-E. 1 | 2 | 4 
0,031 8 | Ct 90 
0,122 a aa 93 





Ein weiterer Versuch (Tab. 5) vergleicht Verzuckerungsgrad 
und Jodfirbung. Zur Bestimmung der letzteren vermischten wir 
jeweils 5,0 ccm des Reaktionsgemisches mit 2,0 ccm 0,1 n-HC! 
und fiigten 2 Tropfen 0,01 n-Jod-Jodkaliumlosung hinzu. 
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Tabelle 5. 


Verzuckerungsgrad und Jodfarbung bei der Amylospaltung durch 
Pankreasamylase. 


(Glycerinauszug aus Pankreas; Versuchsbedingungen wie in Tab. 1.) 














Verzuckerungsgrad Beobachtete 
°/, Maltose Jodfarbung 

25 blau, rotstichig 
32 dunkelrot 
39 rotbraun 
45 braun 
49 gelbbraun 
54 farblos 





Bei der Hydrolyse durch Pankreasamylase tritt demnach das 
sogenannte Erythrostadium bei etwa 30, das Achroostadium bei 
etwa 55°/, Verzuckerung auf.) 

Bekanntlich scheidet sich beim Zusatz gréBerer Mengen Jod 
zu enem Amyloamylosensol die Jodamylose aus; unter dem Hin- 
flusse verschiedener abbauender Eingriffe werden die Amylo- 
amylosen soweit verdndert, daB diese Abscheidung unterbleibt 
(lésliche Stirke, Amylodextrin). Bei der pankreatischen Hydrolyse 
ist dieses Stadium, wie wir feststellen konnten, bereits bei 5—10°/, 
Verzuckerung erreicht. 

Abbau durch Malz- und Gerstenamylase. Die 
Hydrolyse der Amyloamylosen durch die Enzyme aus gekeimter 
und ungekeimter Gerste fiihrt in beiden Fallen zum theoretischen 
Iindwerte der Verzuckerung. Eine starke Verlangsamung der 
Hydrolysengeschwindigkeit, wie sie fiir den Abbau durch Pankreas- 
amylase bei etwa drei Vierteln der moéglichen Verzuckerung zu 
beobachten war, scheint indessen bei der Wirkung der pflanzlichen 
Amylasen nicht einzutreten, der pankreatische Abbau sich also hierin 
von dem pflanzlichen zu unterscheiden. Wir vergleichen in den 
nachfolgenden Tabb. 6 und 7 den Reaktionsverlauf des Amylo- 
amylosenabbaus, gemessen an der Zunahme der Verzuckerung 
und an der Veranderung der Jodfarbung, fiir Amylase aus Malz 
und aus Gerste. 

Eine Ausscheidung von Jodamylose nach dem Zusatze von 
Jod beobachtefe man bei der Einwirkung von Malzenzym bis zu 





1) Das naimliche Ergebnis hatte ein Versuch mit gereinigter Pankreas- 


amylase, 
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20, bei der Hydrolyse durch Gerstenamylase dagegen bis zu 70°/, 
Verzuckerung. 
















Tabelle 6. 


Kinwirkung von Malzamylase auf Amyloamylose; Verzuckerungs- 
grad und Jodfarbung. 
(Griinmalzauszug, ungereinigt (vgl. Kap. I); 0,125g Substrat; 10,0 ccm 
n-Acetatpuffer von px = 5,1; Gesamtvolumen 50ccm; 37°; Jodfarbung 
bestimmt, wie oben angegeben.) 

































Angew.Enzymmenge | Einwirkungsdauer | Verzuckerungsgrad | Beobachtete | 
Einheiten’) in Minuten °/, Maltose Jodfarbung | 

0,0117 10 32 i blau 
0,0117 20 65 blauviolett 
0,0117 30 89 violettrosa 
0,0117 40 93 rosa 
0,0117 80 95 farblos 
0,0117 180 97 farblos 
0,0146 10 43 blau 
0,0146 20 86 violettrot 
0,0146 30 99 farblos 
0,0146 40 100 farblos 



















Tabelle 7. 
Einwirkung von Gerstenamylase auf Amyloamylose; Verzucke- 
rungsgrad und Jodfarbung. 


(Gerstenauszug bereitet nach den Angaben in Kap.I; 0,125 g Substrat; 
10,0 ccm n-Acetatpuffer von px = 5,1; Gesamtvolumen 50 ccm; 37°.) 






























Enzymlésung | Finwirkungsdauer | Verzuckerungsgrad Beobachtete 

in ccm in Minuten °/, Maltose Jodfairbung 
4,5 10 33 blau 

4,5 20 55 blau 

4,5 30 72 blau 

4,5 40 81 blau 

4,5 80 92 blau, violettstichig 
4,5 120 98 violett 

4,5 180 100 rosa 

8,0 10 69 blau 

8,0 20 86 blau, violettstichig 
8,0 30 91 violett 

8,0 40 94 hellviolett 

8,0 80 97 rosa 

8,0 120 98 hellrosa 

fast farblos 




















Wahrend bei der pankreatischen Hydrolyse, wie die friiher an- 
gefiihrten Versuche ergeben, die Ausbildung einer ausgesprochenen 


1) Vgl. dazu die Ausfiihrungen in Kap. I. 
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Enzymatische Spaltbarkeit der Amylo- u. Erythrokérper aus Starke. 


Erythrophase beobachtet wird, die blaue Jodfirbung schon im 
ersten Drittel der Verzuckerung verschwindet, léBt die Kinwirkung 
der Malzamylase die jod-bliuende Atomgruppierung viel linger 
intakt: wie aus Tab. 6 hervorgeht, wird noch bei 89°/, Verzuckerung 
ein violetter Farbton angetroffen, worauf die Jodfarbung ein nur 
kurzes ,,Rosa‘‘-Stadium durchschreitet, um dann ganz zu ver- 
schwinden. Noch ausgesprochener ist der Unterschied zwischen 
pankreatischer und pflanzlicher Enzymwirkung bei der Amylolyse 
durch Gerstenenzym; hier beobachtet man den violetten Farbton 
mit Jod noch bei 98°/, Verzuckerung, wahrend das achroische 
Giebiet erst bei mehr als 102°/, Verzuckerung erreicht wird. 


Stairkesubstanzen mit der Amylogruppierung (jod-bliuende) 
sind durch eine besondere Sorptionsfahigkeit fiir Jod und durch eine 
besondere Koagulationstendenz ausgezeichnet!); es steht daher 
init der von dem einen von uns vertretenen Anschauung iiber die 
Ursache der Jodfirbung?) in bester Ubereinstimmung, wenn wir 
beobachten konnten, daB bei der Amylolyse durch pankreatisches 
Enzym die Koagulation von Jodamylose sehr bald (entspr. 10°/, 
Verzuckerung), beim Abbau durch Gerstenamylase dagegen erst 
in emem vorgeschrittenen Stadium der Hydrolyse verschwindet 
(entspr. 70°/, Verzuckerung). Pankreasamylase zerstért also die 
Amylogruppierung, Malz- und vor allem Gerstenamylase aber 
lassen sie wahrend eines groBen Abschnittes der Verzuckerung 
unbeeinflu8t. Auch bei der Kinwirkung einer anderen pflanzlichen 
Amylase, aus Aspergillus oryzae, bleibt die blaue Jodfarbung sehr 
lange bestehen.?) 

Betrachtet man die einzelnen Amylasen in ihrem natiirlichen 
Vorkommen als zusammengesetzt, z. B. aus ,,Dextrinogen“- und 
, saccharogen“-Amylasen im Sinne von KE. Ohlsson’), so er- 
scheint die Tatsache, daB bei der Einwirkung der verschiedenen 
gepriiften Enzyme ein verschiedener Verzuckerungsgrad das Ver- 
schwinden der Jodfarbung begleitet, unschwer verstindlich; jede 
der beiden Amylasekomponenten sollte dann némlich durch ver- 





1) Vgl. 8. 3, Anm. 8. 

*) M. Samec, Biochem. Z. 187, 122 (1927). 

3) C. r. Soc. Biol. 87, 1183 (1922); C. r. du Lab. Carlsberg 16, 1 (1926); 
Diese Z. 189, 17 (1930); vg]. auch O. Edfeldt, G. Nordh u. T. Swaetichin, 
Biochem. Z. 228, 478 (1930). Eine Trennung verschiedener Komponenten 
der Amylase aus Malz ist inzwischen auch mit Hilfe von Adsorptionsmitteln 
durchgefiihrt worden, wie eine demnichst zu verdffentlichende Mitteilung 
von E, Waldschmidt-Leitz und A. Purr naher belegen wird, 
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schiedene Affinitéten zu bestimmten, charakteristischen Atom- 
gruppierungen der Stirkesubstanz ausgezeichnet sein. Ahnlich wie 
man nach R. Kuhn!) auf Grund der Konfiguration der bei der 
Amylolyse primar freigelegten Maltose zwischen «- und 6-Amylasen 
zu unterscheiden hat, hatte man eine spezifische Einstellung der 
einzelnen Amylasen auf die Amylo- und die Erythrogruppierung 
zu postulieren. 

Diese beiden Einteilungsprinzipien diirften wohl in einem 
nahen inneren Zusammenhange stehen. Denn die Verschiedenheit 
der Jodfirbung ist, wie erwaihnt, an die Gegenwart typischer Sauer- 
stoffgruppierungen geknipft”) und es sind daher, so hat es den 
Anschein, die nimlichen strukturellen Besonderheiten in den Starke- 
substanzen, welche sich mit. Hilfe der verschiedenen Methoden 
erkennen und unterscheiden lassen. 


3. Hnzymatischer Abbau der Erythroamylosen. 


Neben den Amyloamylosen priifte man in gleicher Weise auch 
die Erythrokérper aus Starke auf ihre enzymatische Spaltbarkeit. 
Wir stellten diese Starkefraktion nach friiher beschriebenen Ver- 
fahren durch 6ftere Fraktionierung des Amylopektinanteils mittels 
Wiederauflésens und Elektrodialyse dar.*) Um die letzten Spuren 
beigemengter Amylosubstanz zu entfernen, filtrierten wir die 
Erythrosole durch Baumwolle, welche die Amyloamylosen_be- 
gierig adsorbiert*), Erythroamylosen dagegen unbeeinfluBt laBt.‘) 
Man gelangte so zu in der Regel 0,45°/jigen Losungen, deren 
osmotischer Druck in mehreren Versuchen iibereinstimmend auf 
eine mittlere Molargr6Be von etwa 130000 hinwies, wahrend nur 
ein kleiner Anteil (zwischen 2,3 und 3°/,) der gelésten Substanz 
durch Kollodium dialysierte. Solche Erythrolésungen, deren 
Darstellung eine vollig reproduzierbare ist, sind langere Zeit un- 
verindert haltbar. Wir beschreiben den Verlauf ihres Abbaues 
durch die drei gepriiften Amylasen, aus Pankreas, Malz und Gerste, 
nachstehend in den Tabb. 8—10. 


Die Priifung der Jodfiirbung ergab keine bemerkenswerten | — 
Unterschiede fiir die Einwirkung der verschiedenen Amylasen; py 


erst von etwa 60°/, Verzuckerung an begann die rote Anfangs- 


1) Liebigs Ann. 448, 1 (1925); vgl. dazu besonders die Beobachtungen | i: 


von E. Ohlsson, Diese Z. 189, 17 (1930). 
2) M. Samec u. M. Blinc, a. a. O. 
3) C. Tanret, C. r. Acad. Sci. 158, 1353 (1914); M. Samec, Kolloid- 

chem. Beih. 82, 103 (1931). 

4) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 32, 103 (1931). 
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Enzymatische Spaltbarkeit der Amylo- u. Erythrokérper aus Stirke. 


farbung einem braunstichigen Rot zu weichen, um dann bei hohen 
Verzuckerungsgraden ganz zu verschwinden. 


Tabelle 8. 

Einwirkung von Pankreasamylase auf Erythroamylose. 
(Enzymlésung verschiedenen Reinheitsgrades; 10,0ccm 0,2 mol-Phosphatpuffer 
von po = 6,8; 1,0ccm 0,2 n-NaCl; Gesamtvolumen 50 ccm; 37°; Angaben 

bedeuten Prozent gebildeter Maltose.) 





























. Angew. Verzuckerungsgrad nach Minuten 
Angew. Enzym iin mg 
. . ” ae ‘ | ; aa a = ae ie a 
commie ate Substrat | 10,20 30 40 60 80 90 100 120 180 240 
See ee 
Glycerinauszug 0,0075 125 18 28 36/40 43 45 —| 47| —| 50 — 
+ 0,022 125 |—|—/42\—|\—|——| — | 47 | 50} — 
- 0,078 140 —— —|—|63\— —|— | 64; — 63 
29 0,195 140 cons wa om hy sued ee linea Woe) Cae 65 
. 0,312 140 <2 ae — —|'— | 69 
Gereinigt durch Ad-] 0,023 125 | 1932 38/41/44 —|47| — | 49; —| — 
sorpt. mit Tonerde} 0,086 140 5 0 See ao Sa sas om | a 
0,430 I | 
j } } | 
Gereinigt durch Ad-} 0,061 140 -— — _|_|e6!_ —| — 64)— 67 
sorpt. mit Tonerde,} 0,153 140 so as a sa i ee ee 
Kaolin u. Eisenhydr.} 0,244 140 — —|—_ — —— — — —|—) 70 


Tabelle 9. 


Einwirkung von Malzamylase auf Erythroamylose. 
y 


(Enzymlésung aus Griinmalz, roh und durch Adsorption an Eisenhydroxyd 
gereinigt (vgl. Kap. I); 10,0cem n-Acetat- bzw. 0,1 n-Citratpuffer von 
pu = 5,1; Gesamtvolumen 50ccm; 37°; Angaben bedeuten Prozent ge- 
bildeter Maltose.) 


29 












































Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB 


*) Vgl. dazu die Ausfiihrungen in Kap. I. 


die Erythro- 


~ > amylosen durch Malzamylase praktisch vollstindig verzuckert 


E An ew. > rao } > 
Aivew. Enzym Einb2}) a Angew. Tee nach _— ne 
‘en Substrat | *™*F | 10 '20 30 40 60 90| 120 480 720 840 1440 
; a vie a ee cee ee Pe 
Pohauszug 0,013 125 Acetat | 4452 54 5557/57 57 | — | — | —| — 
. . 0,077 140 Citrat | — —|—|—|72\— 71/80|—}|—! — 
99 0,154 140 ‘i — —|—|—|78|/—| 77| 84; —}—  — 

, » 0,385 140 “ oe ese 9 —|— 106— — 
:. | 

aerein. Auszug 0,102 140 ™ ——— | | |— — | — | - 89. — 

%9 0,204 140 wi — —|—|—/—|—_| —| —| — 191} 93 

‘a 0,410 140 ‘ mana] fel anf! | — | —— | OG] OB 





80 Max Samec und Ernst Waldschmidt-Leitz, 


werden, durch pankreatisches Enzym, auch bei Anwendung sehr 
vroBer Enzymmengen, dagegen nur zu etwa zwei Dritteln verzucker- 
bar sind. Ks ist indessen bemerkenswert, daB der Abbau dieser 
Stirkekomponente durch mafige Enzymmengen in allen Bei- 
spielen, bei der Kinwirkung pflanzlicher wie tierischer Amylase, 
zwischen 40 und 50°/, Verzuckerung eine starke Verlangsamung 
aufweist ; es bleibt zu priifen, ob man diese Hemmung im Reaktions- 
verlaufe, wie wir annchmen, auf die Bildung schwerer spaltbarer 
Reaktionszwischenprodukte zuriickzufiihren hat. 


Tabelle 10. 


Einwirkung von Gerstenamylase auf Erythroamylose. 


(3,5 cem Gerstenauszug, nach den Angaben in Kap. I bereitet; 0,125 g Sub- 
strat; 10,0 cem n-Acetatpuffer von py = 5,1; Gesamtvolumen 50 ccm; 37°.) 








Einwirkungsdauer Verzuckerungsgrad 
in Minuten °/, Maltose 
10 43 
20 48 
30 51 
40 52 
60 53 
90 54 
1201) 56 





Die nach der Kinwirkung von Pankreasamylase verbleibenden 
und durch dieses Enzym nicht weiter spaltbaren Reaktions- 
produkte findet man durch das Malzenzym zerlegbar; wie aus nach- 
stehendem Versuch 1 hervorgeht, schreitet die Hydrolyse nach dem 
Stillstand der Pankreasamylaseeinwirkung unter der Wirkung 
zugefiigter Malzamylase weiter. 

Versuch 1. Einwirkung von Malzamylase auf die Reaktionsprodukte 
des pankreatischen Abbaus. Versuchsansatz: 0,140g Erythrosubstanz; 
5,0cem durch Tonerdeadsorption gereinigte Pankreasamylase (enthaltend 
0,155 Am.-E.); 10,0cem 0,2 mol-Phosphatpuffer (py = 6,8); 1,0ccm 0,2n-NaCl; 
Gesamtvolumen 50 ccm; 37°; nach 4 Stunden gemessen Verzuckerung ent- 
sprechend 67°/, Maltose. Durch Zusatz von n-HCl auf pq = 5,1 eingestellt 
und 10,0cem durch Adsorption an Eisenhydroxyd und Elution gereinigte 
Malzamylase (enthaltend 0,360 Einheiten) zugefiigt; nach 14stiindiger Ein- 
wirkung des Malzenzyms Verzuckerung gemessen entsprechend 83°/, Maltose. 





1) Die Anwendung langerer Einwirkungszeiten unterlieBen wir mit | — 


Riicksicht auf mégliche Verainderungen der Enzymlésungen (vgl. dazu 
E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z., im Druck). 
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Enzymatische Spaltbarkeit der Amylo- u. Erythrokérper aus Starke.  §] 


Zur Frage nach der Bildung von Glucose bei gleich- 
zeitiger Einwirkung von Malz- und Pankreasamylase. 
Nach den Angaben von H.Pringsheim und J. Leibowitz!), 
welchen indessen die entgegengesetzten Befunde von P. Rona 
und J. Hefter”) gegeniiberstehen, soll die Verzuckerung von Stirke 
durch eine Kombination von «- und f-Amylase, in Auswertung 
der von R. Kuhn?) vertretenen Vorstellungen iiber den Aufbau 
dieses Kohlenhydrats, zur Bildung von Glucose fiihren, also iiber 
die Stufe der Maltose hinausgehen. 

Es erschien von Bedeutung, jene Befunde unter Anwendung 
der einheitlicheren Starkekomponenten und mit gereinigten Enzymen 
einer Nachpriifung zu unterziehen. Wir unterwarfen daher Amylo- 
und Erythroamylose einer gleichzeitigen Einwirkung bedeutenderer 
Mengen gereinigter Pankreas- und Malzamylase bei der fiir das 
pankreatische Enzym optimalen, fiir die Wirkung des Malzenzyms 
noch giinstigen Wasserstoffzahl von 6,8 und unter Aktivierung mit 
Chlorion. Die erreichte Verzuckerung entsprach, wie Versuch 2 be- 
legt, 101°/, bei Amylo- und 85°/, bei Erythroamylose, hatte also die 
Stufe der Maltose nicht iiberschritten. Die Angaben von Prings- 
heim und Leibowitz kénnen wir demnach nicht bestitigen. 


Versuch 2. Ansatz: 0,140 g Substrat, 1,0 ccm durch Tonerdeadsorp- 
tion gereinigte Pankreasamylase (enthaltend 0,031 Am.-E.) + 5,0 cem durch 
Adsorption an Eisenhydroxyd und Elution gereinigte Malzamylase (enthaltend 
(),256 Einheiten), 10,0ccm 0,2 mol-Phosphatpuffer von py = 6,8, 1,0 ccm 
(),2 n-NaCl, Gesamtvolumen 50 ccm, 37°, 21 Stunden; Verzuckerung gemessen 
entsprechend 141,5 mg Maltose, d.i. 101°/, d. Th. fiir Amyloamylose bzw. 
119,0 mg Maltose, d. i. 85°/, d. Th. fiir Erythroamylose. 


III. Zur Frage nach der Konstitution der Amylo- und Erythrokoérper 
aus Starke. 


Die mitgeteilten Versuche sollten, wie schon erwihnt, einen 
Beitrag zu der Frage liefern, ob die zahlreichen, in den letzten 
Jahren aufgedeckten Unterschiede in den Kigenschaften der Amylo- 
und Krythrokérper aus Stirke auf einer organisch-konstitutiven 
Verschiedenheit beruhen. Da die Spezifitét der Enzyme, wie man 
weiB4), auch die der amylatischen5), durch strukturelle Besonder- 


1) Ber. chem. Ges. 58, 1262 (1925); 59, 991 (1926). 

2) Biochem. Z. 217, 113 (1929/30). 

3) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 

*) Vgl. dazu die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Spezifitit 
ciweiBspaltender Enzyme, z. B. E. Waldschmidt-Leitz, Vortriige aus dem 
Gebiete der EiweiBchemie, Akad. Verlagsges., Leipzig 1931. 
°) Vgl. R. Kuhn, a. a. O. 
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heiten der Substrate bedingt wird, erscheinen durch die vorliegenden 
Befunde strukturelle Unterschiede zwischen den Amylo- und 
Erythroamylosen gesichert. 

Die beiden als Substrat angewandten Stirkesubstanzen waren 
praktisch frei von Phosphorsiure. Die groBe Hydratation, welche 
das Amylopektin vor den Amylosen auszeichnet, lag hier nicht vor; 
auch der Dispersitétsgrad der beiden Substrate war sehr ahnlich 
(Molargr6Be der Amyloamylosen = 80000—100000, der Erythro- 
amylosen = etwa 130000). Wahrend sich die Amylokorper indessen 
als vollstindig verzuckerbar durch jedes der drei amylatischen 
Iinzyme erweisen, findet man die Krythrokérper nur durch die 
angewandten pflanzlichen Amylasen vollstindig, durch pan- 
kreatische Amylase dagegen nur zum Teil zerlegbar; es muf 
danach der bei der Pankreasverdauung verbleibende Restkérper 
eine von der in den Amyloamylosen vorliegenden Atomgruppierung 
abweichende Konstitution aufweisen, welche ihn fiir die pan- 
kreatische Hydrolyse unangreifbar macht. Auch ist hervorzuheben, 
daB die Spaltung der Erythrokérper in allen untersuchten Bei- 
spielen viel langsamer verlaiuft als die der Amyloamylosen. 

Man wird danach in der Starke die Existenz mindestens 
zweier verschiedener Atomgruppierungen anzunehmen haben, 
einer jod-bliuenden, der Amylo-, und einer jod-rétenden, der 
Erythrogruppierung. Damit ist fiir die Konstitutionserforschung der 
Stiirke ein wichtiger Behelf gegeben: unter der Fiille der méglichen 
und bereits dargestellten niedrigmolekularen Abkémmlinge der 
Stirke sind nur diejenigen als mit der Starke selbst unmittelbar 
konstitutionsverwandt anzusehen, welche die Amylo- oder die 
Krythrogruppierung beibehalten haben. 

Fiir die Differenzierung dieser beiden Gruppen scheinen uns 
zwei verschiedene Moglichkeiten gegeben: Die Jodfarbung, die 
blaue wie die rote, ist entweder durch eine verschiedene Spannweite 
der Sauerstoffbriicken und eine bestimmte Lage der Hydroxylgruppen 
hierzu bedingt; oder aber es gibt nur eine einzige, mit Jod farb- 
gebende Atomgruppierung. Ist diese durchweg frei gelagert, s0 
reicht ihre Affinitét zu Jod zur Erzielung der blauen Jodfarbung 
aus; sind soleche Gruppierungen dagegen unter Betitigung ihrer 
mit besonderer Affinitaét ausgestatteten Gruppen assoziiert, z. b. 
unter Assoziation von 1 Mol Dihexoseanhydrid mit 1 Mol Mono- 
hexoseanhydrid im Sinne von K. Josephson}?), so bleibt nu 





1) Diese Z. 174, 179 (1927). 
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noch ein Teil, z. B. ein Drittel der aktiven Gruppen frei gelagert, 
deren Affinitét nun nur zur Ausbildung einer roten Jodfirbung 
ausreicht. Eine solche Assoziation kénnte weiterhin auch unter 
Betatigung noch der restlichen Atomgruppen erfolgen; man kiime 
so zu Starkesubstanzen von besonders hoher MolatgréBe ohne 
Jodfarbe, etwa zu den retrogradierten Amylosen von Maquenne, 

Unter den niedrigmolekularen Stiirkeabkémmlingen erscheinen 
uns heute fiir die Aufklérung dieser wichtigen Konstitutionsfrage 
drei besonders geeignet: das Diamylan von Pringsheim?) und das 
Isodihexosan von Pictet?) einerseits, welche in wiBriger Lésung 
eine blaue Jodfairbung aufweisen, andererseits das Isotrihexosan?) 
von Pictet mit roter Jodfairbung. Mit einer gesicherten Fest- 
stellung der Lage der Sauerstoffbriicken und der glucosidischen 
Konfiguration in diesen Produkten erschiene uns eine der wesent- 
lichsten Konstitutionsfragen der Stairkechemie gelést; denn auch 
die Natur der die besondere Ballungstendenz bedingenden Atom- 
srupplerung sollte damit ihre Aufklarung finden.*) 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die Einwirkung von Pan- 
kreas-, Malz- und Gerstenamylase auf Amylo- und Erythro- 
amylosen aus Kartoffelstaérke verglichen. Amyloamylosen werden 
durch die drei untersuchten Enzyme vollstiindig verzuckert; 
allein ihre Wirkungen unterscheiden sich hinsichtlich des Reaktions- 
verlaufes der Zuckerbildung und hinsichtlich der Art und der 
Geschwindigkeit, mit welcher die Jodfiirbung sich verindert. 

Die Zerlegbarkeit der HErythroamylosen und der Amylo- 
amylosen durch Pankreasamylase ist eine verschiedene; bei der 
pankreatischen Verzuckerung der Erythroamylosen verbleibt ein 
durch Pankreasamylase nicht weiter spaltbarer Restkorper. 

Die Annahme des Vorliegens struktureller Unterschiede 
zwischen den Amylo- und Erythrokérpern aus Starke erhilt hier- 
durch eine wesentliche neue Stiitze. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft dankt der 
eine von uns (E. W.-L.) ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mttel. 





1) H. Pringsheim u, A. Steingroever, Ber. chem. Ges. 62, 1352 
(1929). 

2) A. Pictet u. H. Vogel, Helvet. chim. Acta 12, 700 (1929). 

8) Vgl. hierzu S. 2, Anm. 8. 
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Uber das Verhalten des Lactacidogens 
bei ermiidender Reizung von isolierten Froschgastrocnemien. 
Von 


Delia Wilhelmi. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft. ) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1931.) 


Durch die in den letzten Jahren erfolgte Auffindung einer 
Reihe bis dahin unbekannter Substanzen, die bei der spezifischen 
Muskelfunktion gespalten und wieder aufgebaut werden, ist das 
Verstindnis des Chemismus der Muskelkontraktion immer schwie- 
riger geworden. 

Dies gilt nicht nur fiir das Problem, in welcher Weise die an 
den verschiedenen Substanzen sich abspielenden Spaltungs- und 
synthetischen Prozesse miteinander verknipft sind, sondern auch 
die scheinbar einfachere Frage, in welcher Phase der Muskeltatigkeit 
die einzelnen Substanzen abgebaut, in welcher sie wieder auf- 
gebaut werden, la8t sich bis heute zum Teil noch nicht eindeutig 
beantworten. 

Das trifft namentlich auch fir die zuerst aufgefundene 
phosphorséurehaltige Tatigkeitssubstanz, die Hexosemonophos- 
phorsiure Lactacidogen, zu. Embden und Lawaczeck!) be- 
zogen die von ihnen beobachtete Abspaltung anorganischer 
Phosphorsiure bei der Kontraktion eben auf diese Substanz. Sie 
fanden auch schon, da8 die Abspaltung von Phosphorsaure rasch 
von ihrem Wiederverschwinden gefolgt sein kann, bei einer 
langeren tetanischen Kontraktion schon wahrend der Fortdauer 
des Tetanus, und sahen in diesem Vorgang den Ausdruck des 


Wiederaufbaus von Lactacidogen.’) 


1) Biochem. Z. 127, 181 (1922). 
2) Weitere, die Frage des Schicksals des Lactacidogens betreffende 


Literaturangaben sind in der nachfolgenden Arbeit von Embden und Jost 
aufgefiihrt. 
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Die weitere Entwicklung unserer Kenntnisse ]aBt heute diese 
Auffassung als viel zu einfach erscheinen, wie schon in einer vor 
mehreren Jahren von Embden und Jost veréffentlichten Arbeit 
ausdricklich zugegeben wurde. Denn da verschiedenartige andere 
phosphorséurehaltige Muskelbestandteile wahrend der Arbeit 
anorganische Phosphorséiure bald abspalten, bald wieder in ihr 
Molekiil aufnehmen, kann uns die einfache Bestimmung der 
Phosphorséure nicht tiber das Schicksal einer bestimmten 
phosphorsaurehaltigen Tatigkeitssubstanz AufschluB geben. 

Vor wenigen Jahren haben Embden und Jost?) eine Methode 
zur Bestimmung der Hexosemonophosphorsiure beschrieben. Sie 
glaubten an der Hand dieser Methode den Nachweis fiihren zu 
kénnen, da8 bei der Kontraktion eine Spaltung des Lactacidogens 
erfolgt. Wie in der auf die vorliegende folgenden Arbeit der ge- 
nannten Autoren naher ausgefiihrt wird, kann die von ihnen da- 
mals angewandte biologische Methodik aber nicht als einwand- 
frei angesehen werden. 

Die vorliegende, auf Veranlassung von Herrn Prof. Embden 
vorgenommene Untersuchung beschaftigt sich nicht mit dem 
Schicksal des Lactacidogens bei der Kontraktion, sie hat nur die 
Aufgabe, die Verdinderungen des Lactacidogengehaltes von iso- 
lierten Muskeln zu verfolgen, die durch eine Reihe bis zur Er- 
midung fortgesetzter Kontraktionen verursacht werden. 

Das am Lactacidogenmolekiil waihrend der einzelnen Kon- 
traktion sich vollziehende Geschehen bildet den Gegenstand der 
nachfolgenden Arbeit von Embden und Jost. 


Methodisches. 


Die im folgenden zu schildernden Versuche wurden von 
Mitte August bis Ende Oktober 1930 vorgenommen. Von Anfang 
August ab beschaftigte ich mich mit der Erlernung der Methodik, 
wobei ich jeweils den Lactacidogengehait des rechten und des 
linken Gastrocnemius eines und desselben Frosches verglich. 
Nur wenn die Muskeln sehr klein waren, verwandte ich zu jedem 
Einzelversuch dieser Arbeit 2 Gastrocnemien. Die Frésche wurden 
nach Abtrennung der Wirbeiséule unmittelbar tiber dem Becken 
zur Vermeidung stiérkerer Reizung der Hinterschenkelmuskulatur 
durch Ausbohren des Zentralnervensystems getétet. Abweichend 
von den Angaben von Embden und Jost verwandte ich in 





1) Diese Z. 179, 24 (1928). 
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meinen Versuchen keine fliissige Luft, denn es kam bei meiner 
Fragestellung nicht, wie bei der Arbeit von Embden und Jost, 
darauf an, den einen Muskel im kontrahierten, den anderen im 
erschlafften Zustande zu fixieren, sondern unabhangig vom Kon- 
traktionszustand den Lactacidogengehalt von frischen und er- 
miideten Muskeln vergleichend zu untersuchen. 


Ich verfuhr hierbei folgendermaSen: 


Die Gastrocnemien wurden nacheinander auf einer von unten 
mit Kis gekiihlten, frisch abgetrockneten Glasplatte mittels einer 
gebogenen, kleinen Schere rasch zerkleinert. Hierbei wurde 
grofes Gewicht auf moéglichst gleichartiges Vorgehen gelegt. Dic 
Zerkleinerung jedes Muskels dauerte kaum 1 Minute. Unmittelbar 
nach der Zerkleinerung wurde der gewonnene Muskelbrei so voll- 
stiindig wie méglich mit der Pincette in ein analytisch genau vor- 
gewogenes Zentrifugenglischen von etwa 12—15 ccm Inhalt ge- 
bracht. Das Zentrifugenglischen enthielt 6 cem der von Embden 
und Jost beschriebenen salzsauren Trichloressigsiurel6sung. Nur 
in den friiheren Bestimmungen dieser Arbeit, in denen ich nicht, wie 
spiiter Doppelbestimmungen, sondern dreifache Bestimmungen 
vornahm, wurden die Glischen mit 8cem der Flissigkeit be- 
schickt. 

Unmittelbar nach dem Versenken des Muskelbreis in die 
Fliissigkeit wurde er in der letzteren mittels eines ganz diinnen 
Glasstibchens griindlich verteilt, wobei besonders darauf geachtet 
wurde, da8 keine Muskulatur unbenetzt von der Fliissigkeit an 
der Wand haften blieb. Die dem Glasstab anhaftende Fliissig- 
keit wurde bei der Entfernung aus dem Gefé% méglichst voll- 
stiindig an der Glaswand abgestreift. Die hierbei eintretenden 
Fliissigkeitsverluste sind nur geringfiigig. Der zweite Gastro- 
cnemius wurde stets unmittelbar nach dem ersten verarbeitet. 
Nunmehr wurden zur Ermittlung des Muskelgewichtes beide Ge- 
fie zum zweiten Male gewogen. Die Menge der zu jedem ein- 
zelnen Ansatz verwandten Muskulatur lag meist bei 0,8—1,0 ¢g. 
Nur selten war sie etwas geringer oder gréBer. Die Fliissigkeiten 
blieben meist iiber Nacht im Eisschrank stehen; waren die Ver: 
suche am frithen Morgen angesetzt, so begann die Weiterver- 
arbeitung wohl auch schon am Nachmittage des gleichen Tages. 
Hierbei wurde die Fliissigkeit entweder durch Zentrifugieren oder 
in allen spiteren Versuchen unter Verwendung eines kleinen, 
trockenen Schwarzbandfilters geklirt. 
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Die weitere Ausfiihrung der Lactacidogenbestimmung wurde 
stets an genau 2ccm der Fliissigkeit nach den Vorschriften von 
Embden und Jost?) ausgefiihrt. 

Ich brauchte einige Zeit, um die Methode soweit zu be- 
herrschen, daS nicht nur die an derselben Fliissigkeit vorge- 
nommenen Doppelbestimmungen, sondern auch die fir den 
rechten und linken Gastrocnemius ermittelten Werte ausreichend 
iibereinstimmten. Nach im hiesigen Institut friiher ausgefiihrten, 
noch unver6ffentlichten Untersuchungen und auch nach meinen 
eigenen Erfahrungen ist die Art der Zerkleinerung und nament- 
lich auch ihre Dauer nicht ohne EinfluB auf den schlieBlich er- 
mittelten Lactacidogengehalt. Man lernt aber durch Ubung die 
Zerkleinerung so gleichméBig vorzunehmen, daf die Lacta- 
cidogenwerte der beiderseitigen Gastrocnemien bei Verarbeitung 
im frischen Zustand nur wenig voneinander abweichen. 


Versuchsergebnisse. 


Tab. 1 enthalt die Ergebnisse der acht letzten Kontroll- 
versuche, die ich anstellte, bevor ich den Lactacidogengehalt 
frischer und ermiideter Gastrocnemien verglich. 

Die ersten 14 von mir vorgenommenen Versuche zeigten zum 
Teil erheblich gré8ere Abweichungen im Lactacidogengehalt beider 
Muskeln und auch in den einzelnen Dreifachbestimmungen. Da 
dies sicher auf die nicht geniigende Beherrschung der Methode 
zurickzufiihren war, blieben diese ersten Versuche unberiick- 
sichtigt. 

Aus der Vertikalreihe 1 der Tab. 1, welche die nun folgenden 
Kontrollen liickenlos enthalt, ist ersichtlich, daB die Versuche an 
zwel verschiedenen Eskulentensendungen angestellt wurden. Es 
wurde jeweils nur 1 Muskel verwandt. In Vertikalreihe 2 sind 


1) Ich versuchte, die von den genannten Autoren verwandten Glas- 
schliffe fiir die Zentrifugenglaser durch Gummistopfen zu ersetzen, die dfters 
mit Wasser ausgekocht wurden. Doch erscheint es nicht als ausgeschlossen, 
da8 durch den ammoniakalischen Alkohol Teilchen des Gummistopfens los- 
gelést werden und die Bestimmung des Lactacidogens stéren kénnen. E 
diirfte sich daher empfehlen, entweder die auch von Embden und Jost 
angewandten Zentrifugenglischen mit Glasschliff zu benutzen, oder aber 
wahrend der kurzen Zeit des Zentrifugierens das Zentrifugenglischen un- 
verschlossen zu lassen und wahrend des mehrstiindigen Stehens mit dem 
ammoniakalischen Alkohol es durch iibergestiilpte Glasschilchen oder der- 
¢leichen zu verschlie Ben. 
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Tabelle 1. 


Vergleichsbestimmungen an den beiderseitigen Gastrocnemien 
im frischen Zustand. 


















































A A a A a RN 
ele |8lg , gz 
Al 3 | 3 = Lactacidogenphosphorsaure in mg-°/, ob 
a 3 o | H,PO, der Muskulatur == 
= r-| oe ‘OS = 
el 2 2|8 =n fr: 
si 2 > & Gastrocnemius [ | Gastrocnemius II = 5 

> |4/ | Ax 
1] 12.8.| E/6.8.]| 30,3; 27,1 | 28,7| 25,8; 262; 26,7| 261] 10 
2] 12.8. | E |6.8.] 25,5; 25,5; 27,0) 26,0 | 25,3; 24,1; 245/246] 6 
3] 13.8. | E | 6.8.] 25,1; 26,0; 26,0 | 25,7 | 24,0; 25,7; 25,9|25,2] 2 
4] 13.8. | E |6.8.] 37,8; 35,9; 37,2 | 37,0 | 36,4; 35,1; 35,7 /85,7] 4 
5 | 14.8. | E |6.8.] 34,9; 34,6; 33,9) 84,5 | 37,5; 35,8; 34,6/360] 4 
6 | 14.8. | E |6.8.] 33,7; 33,4; ms 33,7 | 34,6; 35,3; 33,7| 34,5] 2 
7] 18.8. | E |1.8.] 23,3; 23,0; | 22.9 | 26,6; 25,6; 25,0 | 25,7] 12 
8] 18.8. | E | 1.8.] 30,1; 28,8; 31,0) 30,0 | 30,7; 29,8; 298/801] 0 








E = Esculenten. 


die Ergebnisse der Mehrfachbestimmungen aus dem Gastro- 
ecnemius der einen Seite, in Vertikalreihe 3 die des gleichen 
Muskels der anderen Seite niedergelegt. Aus den Mehrfach- 
bestimmungen wurde jeweils das arithmetrische Mittel errechnet, 
das in Fettdruck wiedergegeben ist. 

Man sieht aus Reihe 4, daB die Mittelwerte fiir die rechte 
und linke Seite in 6 von 8 Versuchen um héchstens 6°/, von- 
einander abwichen. Die Ergebnisse der Versuche 1 und 7 (Unter- 
schiede 10°/, und 12°/, des kleineren Wertes) sind wesentlich 
ungiinstiger, wobei in Versuch 1 die Doppelbestimmungen der 
einen Seite — die dritte Bestimmung ging verloren — sehr 
schlecht iibereinstimmen, wihrend im Versuch 7 angesichts der be- 
friedigend iibereinstimmenden Dreifachbestimmungen der gleichen 
Seite die Differenz eher bei der ersten Verarbeitung der Muskeln 
entstanden sein dirfte. 

Jedenfalls méchte ich glauben, daB in den beiden Versuchen 
die von mir gefundenen Unterschiede nicht durch die Beschaffen- 
heit der Muskeln, sondern dadurch bedingt waren, daB ich zur 
Zeit ihrer Anstellung noch nicht so geiibt in der Ausfithrung der 
Lactacidogenbestimmung wie spiéter war. 
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Dies scheint mir aus den 18 Versuchen der Tab. 2 hervor- 
zugehen, die in gleicher Weise wie jene der Tab. 1 vorgenommen 
wurden, nur daB hier zum Teil nicht Eskulenten, sondern Tem- 
porarien verwandt wurden, die Menge der Fiallungsfliissigkeit nur 
6cem betrug, und ich statt der Dreifachbestimmungen nur 
Doppelbestimmungen vornahm. 


Diese Kontrollversuche, deren Ausfiihrung iiber die ganze 
Zeit verteilt war, zu der ich die unten zu schildernden Haupt- 
versuche vornahm, und zu denen das gleiche Froschmaterial wie 
za den Hauptversuchen diente, zeigen als gréBte Abweichung 
6°/, des kleineren Wertes. In 10 von den 13 Versuchen erreicht 
diese Abweichung héchstens 3°/,. Diese bessere Ubereinstimmung 
der spateren Kontrollversuche mag iibrigens auch dadurch mit- 
bedingt sein, daB die 2 cem Fliissigkeit, die stets fiir die einzelnen 
Lactacidogenbestimmungen verwandt wurden, in diesen spiteren 


Tabelle 2. 


Kontrollbestimmungen am rechten und linken Gastrocnemius, 
gleichzeitig mit den Hauptbestimmungen gemacht. 


‘a 












































7 1 | 2 | 3 | 4 
sl g |e] 2 pais g 3 
i 3 =| a Lactacidogenphosphorsdure in mg-°/, | 0 & 
4 3 3 & H;PO, der Muskulatur °F 
Fig |jgiagk aE 
s| 2 13/3 - 
ws o z r, Gastrocnemius I Gastrocnemius II | % -2 
> |e] | | 
9126. 8.| L | Jo2 |37,1; 37,4| 37,8 |35,4; 34,7| 81 | 6 
10} 28. 8.) L | Je2 |41,1; 41,1| 41,1 | 40,9; 39,7| 408 | 2 
11] 29. 8.| L | Je 2 |32,9; 35,0| 340 |31,4; 331| s298 | 5 
2] 2 9.| L | Je2 |43,5; 44,7; 441 | 442; 448| 445 | 1 
13] 5. 9.| D | Jel |46,7; 460) 464 | 47,1; 45,9] 465 | 0 
14] 9. 9.| D | Je1 [32,5; 321) 828 | 33,1; 320) a96 | 1 
15] 12. 9.| M | Je 1 |60,4; 59,7; 60,1 |58,7; 58,7| 587 | 2 
16] 16, 9.) M | Je 2 |42,2; 42.2| 429 (41,2; 404| 408 | 3 
17] 17. 9.|M | Je2 ]41,8; 41,8) 41,8 /|41,9; 401] 410 | 2 
18] 20. 9.) F | Jel | 45,7; 44,7| 45,2 (45,1; 454/ 458 | 0 
19] 29. 9.| N | Je2 |422; 424) 428 (435; 431) 488 | 2 
20| 30. 9.) G | Je 1 | 35,0; 33,5 842 |33,7; 322} 829 | 4 
| 4.10.|H | Je1 1334; —| 384 33,8; 338| 888 | 1 
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Versuchen meistens einer etwas gréBeren Muskelmenge als in den 
friiheren entsprachen, und zudem ergibt sich aus den Vertikalreihen 2 
und 8 der beiden Tabellen, da8 der prozentische Lactacidogen- 
gvehalt der Muskulatur in den Kontrollversuchen der Tab. 2 durch- 
schnittlich héher als in denen der Tab. 1 war, die Titerdifferenz 
bei der Reduktionsbestimmung dementsprechend natiirlich gréBer. 

Ich gehe nunmehr zur Besprechung der Vergleichsbestim- 
mungen an frischen und ermiideten Muskeln wber. 

Die Zugehorigkeit der einzelnen Kontrollversuche zu_be- 
stimmten Hauptversuchen der Tab. 3 und 4 ist in den Tabellen 
jeweils durch den gleichen rémischen Buchstaben gekennzeichnet. 
Die Ermiidung wurde stets durch direkte Einzelreizung mit 
Offnungsinduktionsschlagen erzielt. Der Rollenabstand wurde so 
gewihlt, daB die Zuckungen zu Beginn maximal waren. Mit 
stirkerem Nachlassen der Zuckungshéhe wurde der Rollenabstand 
allméhlich bis auf Null vermindert. Nur in den ersten Versuchen 
wurde bis zur v6lligen Erschépfung gereizt, in allen spiteren 
aber der Ermiidungsversuch schon dann unterbrochen, wenn die 
Belastung von 25 g nicht mehr gehoben wurde, wobei der Muskel 
aber noch deutlich zuckte. 

In Tab. 8 sind die sémtlichen bisher von mir an Eskulenten 
vorgenommenen Versuche zusammengestellt. Der erste dieser 
Versuche wurde am 19. August, der letzte am 22. Oktober vor- 
genommen. Aus dem Vergleich der Vertikalreihen 2 und 38, sowie 
aus den Werten der Kolonne 4, die den Mehr- oder Mindergehalt 
des ermiideten Muskels an Lactacidogen in mg-Prozenten der 
Muskulatur und in Prozenten des am frischen Muskel gefundenen 
Wertes angibt, sieht man, daf bei der ermiidenden Reizung 
starke Verinderungen des Lactacidogengehaltes eintreten kénnen. 
Wenn wir entsprechend den Ergebnissen der gleichzeitig an- 
gestellten Kontrollversuche (Tab. 2: GréBte Abweichung 6°/, des 
kleineren Wertes) nur solche Verminderungen oder Vermehrungen 
des Lactacidogens in Rechnung ziehen, welche 6°/) iberschreiten, 
so sehen wir, daB in 88 von 46 Versuchen die ermiidende Rei- 
zung eine Verdnderung des Lactacidogengehaltes herbeifiihrte, 
die in der itiberwiegenden Mehrzahl der Versuche weit auBerhalb 
der Fehlergrenze der Bestimmung gelegen war. Auffiillig ist es 
dabei, daB die Richtung dieser Verinderung des Lactacidogen- 
gehaltes bei der Ermiidung durchaus nicht einheitlich war. 

In den 9 wihrend des Monats August angestellten Versuchen 
(Versuche 22—80) fiihrte einmal (Versuch 25) die Ermiidung iiber- 





Versuchs Nr. 
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Tabelle 8. 


















































Esculenten. 

1 2 3 4 
3 3 2 Mehr- oder 
‘ 5 i S 1s Lactacidogenphosphorsaure in mg-°/, goes 
| 3 2 E & H,PO, der Muskulatur a * 
cl wD 7 = & 2 
MQ & . 3 a a ee i =< E 
| S$ 2/43 
BBE] 19.8. | A | Je 1 | 50 |30,05 31,7; 31,4) 81,0 | 19,3; 17,9; 19,6 | 18,9 | 12,1 | —39 
BBs] 19.8. | A | de 1 | 70 | 18,1; 19,05 18,1| 18,4 | 19,2; 20,4; 20,4| 20,0] 1,7) + 9 
1| 20.8. | A | Je 1 | 55 |80,1; 28,5; 29,3) 298 | 27,2; 27,2; 264) 269] 24 — 8 
BBs} 20.8. | B | Je 1 | 65 [34,25 31,8; 30,6| 92,2 | 30,7; 32,4; 90,3] 811] 1,1) — 3 
| [bs] 21.8. | B | Je 1 | 30 38,1; 36,6; 37,6| 37,4 | 19,9; 21,4; 19,9) 20,4 | 17,0 | —45 
;| 21.8. | B | Je 1 | 45 | 28,3; 27,5; 27,9 | 12,0; 12,8; 12,8| 12,5 | 15,4) —55 
1 PBs] 22.8. | c | Je 1 | 60 | 31,0; 31,0; 32,3! 31,4 | 29,2; 29.2; 28.8) 2990] 24 — 7 
r 4} 25.8. | C | Je 1 | 25 | 26,0; 25,5 25,8 | 17,7; 16,6 172] 86 > —33 
- BB] 25.8. | @ | Je 1 | 30 | 27,9; 27,3 27,6 | 22,1; 221 92,1} 5,5 —20 
© Bil 5.9. | D/ Je 1 | 23 | 35,2; 36,1 85,6 | 27,8; 27,8 278 | 7,8 | —21 
e| 5.9. 1D | Je 1 | 20 |24,8; 22,7 93,7 |31,4; 31,1 g12] 7,5 +31 
, BB] 99. | | Jel) 12 127,45 29,1 28,8 | 17,0; 15,3 162 | 12,1 | -43 
, | 9.9. | EB | Je 1 | 20 |30,5; 29,0 29,7 | 24,3; 23,1 2371 60) —20 
, $B] 9.9.) E | Jel | 15 | 21,7; 20,2 20,9 | 15,9; 15,4 15,6 | 5,3 | —25 
. fe] 12.9. | B | Je 1 | 13 | 38,3; 37,6 88,0 | 31,3; 29,1 30,2 | 7,8 —25 
3 Pel 12.9. | EB | Je1| 15 |36,6; 36,2 86,4 | 30,8; 30,4 80,6 | 5,8 | -16 
n fps] 12.9. | E | Je 1 | 20 [33,2; 32,2 82,7 | 34,8; 33,5 $42] 14/44 
n, [| 12.9. | EB | Je 1 | 25 | 27,2; 26,6 26,9 | 22.4; 22.4 994] 4,7 | —16 
i '| 20.9. | F | Je 1 | 20 | 33,3; 33,3 88,8 | 34,4; 34,1 848] 10) +3 
e; Bl] 20.9. | F | Je 2 | 25 |32,5; 32,5 82,5 | 41,2; 41,8 415 | 90 +28 
: 2} 20.9. | F | Je 1 | 20 | 38,75 39, 88,9 | 53,1; 51,8 52.5 | 13,6 | +35 
BE | 28 | G@ | de 1) 15 [27,95 27,2 27,6 | 33,0; 33,0 88,0] 5,4 +20 
+1 25.9. | G | Je 1 | 20 139,25 39,2 89,2 | 38,9; 38,3 88,6] 06) — 2 

; haupt zu keiner nachweisbaren Verinderung des Lactacidogen- 


bestandes, einmal (Versuch 28) wurde eine Vermehrung des Ge- 
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Tabelle 3. 
(Fortsetzung.) 
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2 3 4 

| ‘ Mehr- oder 
| = Lactacidogenphosphorsaure in mg-*/, nyo ine 
| & H,PO, der Muskulatur " . 
| § _ SBl a3 
5 ~~ 5 me" 
8 Gastrocnemius Gastrocnemius ~ & =< ; 
ee A B ; S| 23 
10] 34,8; 342 | 845| 43,6; 433 | 485] 89 | +25 
15] 38,5; 380 |888| 47,6; 468 | 472] 89| +23 
20 | 38,6; 393 | 89,0] 298; 292 | 295] 95) -2 
22| 33,5; 33,5 | 885| 33,2; 323 | 8&8} 0,7 | -2 
20] 32,7; 32,7 | 82,7| 38,0; 37,5 | 87,8} 5,1 | +1 
20] 32,6; 318 | 822] 37,2; 37,2 | 87,2] 4,8 | +1 
12] 34,3; 334 | 888 | 36,7; 36,7 | 86,7] 29/48 
15 | 23,5; 22,7 | 281 | 33,2; 33,7 | 88,5] 10,4) +45 
20| 36,5; 365 | 865 39,8; 406 | 4021 3,7 | +10 
22| 31,3; 30,5 | 80,9| 29,2; 294 | 298] 16) -5 
15] 425; 425 | 425) 55,3; 560 | 65,8 | 13,2 | +31 
15] 32,6; 31,3 | 82,0/| 35,0; 34,2 | 846] 26) +8 
20] 37,7; 87,2 | 87,5 | 26,1; 25,1 | 25,6 | 11,9 | -31 

12] 405; 402 | 403) 404; — | 404] 01) - 
17] 45,3; 44,1 | 44,7/ 40,4; 39,7 | 401] 4,6 | -10 
10] 36,9; 369 | 369) 62,2; 51,2 | 61,7} 148) +4 
15] 36,9; 35,4 | 362| 38,2; 382 | 882} 20) +6 
15 33,9; 33,9 33,9 57,8; 58,5 58,2 1 14,3 | +4 
20 | 36,3; 35,8 | 861 | 57,7; 56,7 | 57,2} 21,1 | +3 
15| 27,6; 267 | 272] 32,2; 31,4 | 818] 4,6) +I 
10} 35,5; 360 | 85,8| 59,2; 59,2 | 59,2 | 23,4 | +6 
15 40,1; — 40,1 54,1; 55,0 54,6 | 14,5 | +3 
20| 416; — | 416| 48,6; 481 | 484] 6,7 | +16 
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Tab. 2 gefundenen iiberschreitet. Dennoch liegt aber die bei der 
Ermiidung beobachtete Zunahme des Lactacidogens wohl kaum 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung, da das Ergebnis 
einer der Dreifachbestimmungen des frischen mit einer der Drei- 
fachbestimmungen des ermiideten Muskels nahezu iibereinstimmt. 
Freilich ist auch die in den Versuchen 24 und 28 nach der Er- 
miidung gefundene Verminderung des Gehaltes an Lactacidogen- 
phosphorséure nur gering, in 5 anderen Augustversuchen (Ver- 
suche 22, 26, 27, 29, 30) ist sie aber sehr betrichtlich. 

Betrachtet man nunmehr zunachst das Ergebnis der letzten 
8 Versuche der Tab. 8, die simtlich am 22. Oktober an Fréschen 
angestellt wurden, die erst am 21. Oktober im Institut ein- 
getroffen waren, so sieht man, daB hier ausnahmslos im ermiideten 
Muskel ein héherer Lactacidogengehalt als im frischen gefunden 
wurde, wobei nur einmal (Versuch 61) der Unterschied innerhalb 
der Fehlergrenze liegt, wahrend in allen anderen Versuchen die 
Lactacidogenzunahme bei der Ermiidung eine sehr betricht- 
liche ist. 

Es darf als nahezu sicher angenommen werden, daB in dem 
so verschiedenen Verhalten der Muskeln von Augustfréschen und 
von solehen, die im spéten Oktober untersucht wurden, eine 
jahreszeitliche Verschiedenheit zum Ausdruck kommt. Es liegt 
gewiB nahe, die Zunahme des Lactacidogens bei der ermiidenden 
Reizung der Muskeln von Herbsteskulenten mit deren hohem 
Glykogengehalt in Zusammenhang zu bringen. 

Von den beiden am 5. September angestellten Versuchen 31 
und 32, zu denen Frésche einer Sendung vom 2. September 
dienten, zeigt der eine eine starke Verminderung, der andere 
eine starke Vermehrung des Lactacidogens bei der Ermiidung, 
wahrend in den folgenden 7 Versuchen (Versuche 83—89) zu denen 
eine am 9. September eingetroffene Froschsendung verwandt 
wurde, sechsmal durch die Ermiidung eine erhebliche Verminde- 
rung des Lactacidogens herbeigefiihrt wurde, wahrend einmal 
(Versuch 38) die Reizung ohne Einwirkung auf den Lactacidogen- 
gehalt blieb. Demgegeniiber zeigen von den 8 am 20. September 
vorgenommenen Versuchen, zu denen neues — am 16. September 
eingetroffenes — Froschmaterial verwandt wurde, 2 eine weit 
auBerhalb der Fehlergrenze gelegene Zunahme des Lactacidogens 
bei der Ermiidung. Die Frésche der Sendung vom 23. September 
dienten zu den Versuchen 483—58, welche in der Zeit vom 25. Sep- 
tember bis zum 4. Oktober ausgefiihrt wurden. Die Ergebnisse 
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sind nicht ganz einheitlich. In 8 von den 11 Versuchen bewirkte 
die Ermiidung hier eine Vermehrung des Lactacidogens, die frei- 
lich in Versuch 51 nur geringfiigig ist, zweimal (Versuch 44 
und 48) trat keine Verinderung des Lactacidogengehaltes und nur 
einmal (Versuch 47) eine starke Verminderung ein. Von den 
beiden Versuchen 54 und 55, die ebenfalls am 4. Oktober, aber 
an Fréschen vorgenommen wurden, die am 30. September im 
Institut eingetroffen waren, zeigte der eine keine Veranderung, 
der andere eine starke Vermehrung des Lactacidogengehaltes, 
wihrend von 4 Versuchen, die am 9. Oktober an Fréschen, die 
erst am Vortage eingetroffen waren, ausgefiihrt wurden, 2 eine 
Verminderung, einer eine geringe Vermehrung des Lactacidogens 
nach der ermiidenden Reizung zeigten; im vierten Versuch blieb 
das Lactacidogen unverindert. 

Im ganzen geht aus den an Eskulenten vorgenommenen Ver- 
suchen der Tab. 8 hervor, daB in den im August und auch noch 
in den im ersten Teil des Septembers vorgenommenen Versuchen 
ermidende Reizung zu einer Verminderung, in den im spiten 
Oktober ausgefiihrten aber zu einer Vermehrung des Lactacidogens 
fiihrte. Das weniger regelmaiBige Verhalten der in der Zwischen- 
zeit ausgefiihrten Versuche diirfte wohl so zu erklaren sein, daf 
gerade in dieser Zeit eine Umstellung des sommerlichen auf den 
winterlichen Stoffwechsel erfolgt; es erscheint verstandlich, dab 
in einer solehen Ubergangszeit meine Versuche teils noch zu Er- 
gebnissen fiihrten, die den sommerlichen, teils schon zu solchen, 
die den winterlichen entsprachen. 

Die bereits oben beriihrte Frage, ob die jahreszeitlich be- 
dingte Verschiedenheit im Verhalten des Lactacidogens bei der 
Ermiidung unmittelbar den ‘jahreszeitlichen Schwankungen des 
Glykogengehaltes entspricht, diirfte der experimentellen Prifung 
zuginglich sein. 

Die an Temporarien erhaltenen Ergebnisse, die in Tab. 4 
niedergelegt sind, entsprechen in den wesentlichen Ziigen den an 
Eskulenten gewonnenen. 

Wir beginnen die Besprechung mit den letzten 6 Versuchen, 
die an Fréschen angestellt wurden, welche am 22. September im 
Institut eingetroffen waren (Versuche 97—102). Uberall fahrt hier 
die ermiidende Reizung zu betrachtlicher Lactacidogenvermehrung. 
In den iibrigen Versuchen, die simtlich an nur zwei weiteren 
Sendungen angestellt wurden, ist das Verhalten schwankend. An 
den ersten der beiden genannten Sendungen wurden 16 Versuch 
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Tabelle 4. 

























































Tem porarien. 

5 1 ] 2 | 3 | — 

1 4") \* See 
3 7 5 Pe; 2 |S Lactacidogenphosphorsaiure oe 
2 3 3 | 5 & | in mg-°/, H,PO, der Muskulatur os 
; s 1 3 2| @ | & Sh < 
Fl 3s |e] § | 8 I[_ ee i 

>| 2/8) . Is 2.9 | % 
) od gE ja 5 Gastrocnemius | Gastrocnemius to i | 5 
Q am A B Sei ss 
3 a | N | ee eS Se Oe a"; 
) 68 | 26.8.) L | Je 2 | 20] 37,3; 36,2 | 86,8 | 34,6; 35,4 35,0] 1,8 | — 5 
69 | 26.8.| L | Je 2} 20] 33,9; 34,6) 84,8 | 38,2; 38,6 384] 4,2 | +12 

. 70 | 28. 8. L | Je 2| 20| 32,1; 30,6) 81,4 | 31,9; 31,9/ 81,9] 0,7 + 2 
2 “1 | 28.8; L | Je 1) 15] 45,9; — | 45,9 | 29,5; 28,2 28,9 | 17,0 | —36 
a 72 | 29.8. L | Je 2| 20] 37,5; 36,7 | 87,1 | 40,8; 40,8/40,8 | 3,7 | +10 
' 73 | 29.8.| L | Je 2| 20] 26,9; 25,7| 268 | 25,8; 25,2\255| 0,8 | — 3 
‘ 741 1.9.| L | Je 2| 20] 40,8; 404/406 | 32,4; 31,9, 82,2 85 | —21 
, 75 | 2.9.| L | Je 2/25] 40,2; 41,6 | 40,9 | 30,0; 29,3/ 29,7 | 11,3 | —27 
: 76| 2.9.| L | Je 2/25] 39,3; 38,3/ 88,8 |38,7; 391/889] 0,1 0 
F 77| 2.9.| L | Je 2/12] 26,5; 25,7| 26,1 | 36,7; — | 86,7] 10,6) +41 
i 78 | 2.9./ L | Je 2/12] 42,5; 43,1| 42,8 | 42.6; 426/426] 0,2) 0 
\ 79 | 3.9.| L | Je 2| 13] 30,9; 29,7/80,8 | 36,3; 35,4/85,9 | 5,6 4-15 
80] 3.9.| L | Je 2} 12] 30,6; 30,6 | 80,6 | 43,8; — | 43,8 | 12,2 | +39 

e- Si] 3.9.| L | Je 2| 10} 26,3; 26,3 | 26,8 | 35,8; 35,8 | 85,8] 9,5 4-34 
tr Bs] 5, 9. L | Je 2| 14| 34,7; 35,8/ 85,8 | 32,0; 31,4/ 31,7] 3,6 | —10 
es 83] 5.9.| L | Je 2| 10] 41,5; 42,3/ 41,9 | 56,3; 54,5 55,4] 13,5 +32 
Ig 41 8.9. M | Je 2/20] 30,6; 30,1/ 80,4 |29,6; 30,0 298] 05 — 1 
, 85] 8.9./M | Je 2} 15] 34,7; 33,7/ 84,2 | 35,3; 34,1/ 84,7] 0,5 + 1 
86 | 8.9./M | Je 2| 12] 30,1; 30,1/80,1 | 29,9; 288/294] 0,7) — 2 
871 9.9.|M | Je 2| 15] 32,3; 33,6 | 88,0 | 33,1; 34,0386] 0,6 + 2 

" 88] 9.9.) M | Je 2| 12] 62,2; 61,0/ 61,6 | 68,9; 68,1/ 68,5} 6,9) +11 
“ 89] 9.9. M | Je 2/17] 32,5; 31,4/ 82,0 | 42,0; 42,7 | 42,4 | 10,4 | +32 
” 90 | 16.9. M | Je 2/15] 27,3; 282/278 |31,9; 3301825) 4,7 17 
i 91] 16.9.) M | Je 2/15] 33,1; 33,1| 88,1 | 41,7; 42.2 42.0 89 | 24 
en 92] 16.9.|M | Je 2| 15] 33,4; 33,4| 88,4 |28,6; 28,0 288] 5,1 | —15 
An 93] 16.9.) M | Jo 2/15] 45,5; 44,8| 45,2 50,2; 49,5 498] 4,6 | +10 
he 94] 20.9.1 M | Je 2} 10] 42,9; 42,6] 42,8 | 59,7; 59,7 59,7 | 16,9 | +39 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 












































= Fe | 2 | 3 | 4 

P F Mehr- oder 

Z E e e |S Lactacidogenphosphorsaure yo owes 
| 3 it 3 §& | in mg-*/, H,PO, der Muskulatur ‘ 
5 % 2 & bane 5 fang <q 
B 4 oe} 5 oS Bs & $ 
> B — 23 | é 
K 7S |.8 | Gastrocnemius | Gastrocnemius | %, & = 8 

v- 85 | 

K A B a= ‘| 2 

95] 20.9.|M | Je 2/17] 26,3; 26,3 26,3 | 35,2; 34,7/85,0] 8,7 | +24 
96] 20.9.|M | Je 2| 16] 35,6; 34,9/85,8 |36,9; — |869] 16] +5 
97] 25.9. N | Je 2/15] 45,6; 45,2| 45,4 |52,9; — [52,9] 7,5 | +16 
98] 25.9.| N | Je 2/10] 34,6; 35,0/84,8 |42,2; 41,8/42,0| 7,2 | +20 
99| 25.9.| N | Je 2| 12] 42,3; 41,5/ 41,9 | 51,4; 51,4/514] 9,5 | +23 
100] 29.9.| N | Je 2| 15] 35,3; 34,3 | 84,8 | 39,4; 389/802] 43 | +12 
101] 29.9.| N | Je 2| 15] 32,8; 31,5 | 82,2 | 50,0; 50,0| 50,0 | 17,8 | +55 
102] 29.9.) N | Je 2| 15] 34,1; 34,1/ 84,1 | 44,7; 44,7| 44,7 | 10,6 | +31 











ausgefiihrt (Versuche 68—83). In der ersten Periode, etwa bis 
1. September, zeigte sich in im ganzen 7 Versuchen zweimal eine 
weit auBerhalb der Fehlergrenze liegende Verminderung des 
Lactacidogengehaltes, dreimal trat keine Anderung im Lacta- 
cidogenbestand ein, und zweimal fand sich eine freilich nicht sehr 
starke Vermehrung des Lactacidogens. Die folgenden 4 Versuche 
verlaufen scheinbar regellos, wihrend von den Versuchen 79—83 
vier eine erhebliche Vermehrung, einer eine deutliche Verminde- 
rung des Lactacidogengehaltes zeigen. Auch die Versuche 84—9%6 
(Sendung vom 8. September) zeigen noch ein schwankendes Ver- 
halten. Freilich wurde in diesen 13 Versuchen nur einmal ein 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegener Minder- 
gehalt an Lactacidogen im ermiideten Muskel beobachtet (Ver- 
such 92), wahrend siebenmal (Versuche 88, 89, 90, 91, 93, 94, 95) 
erheblich mehr Lactacidogen nach der Ermiidung gefunden wurde. 

Beim Vergleich der an Eskulenten und an Temporarien ge- 
wonnenen Ergebnisse fallt es auf, daB die Temporarien bei er- 
miidender Reizung regelmaBig eine Vermehrung des Lactacidogens 
schon zu einer friiheren Jahreszeit (letztes Drittel September) 
zeigten, als dies bei den Eskulenten der Fall war, bei denen sich 
erst in den im letzten Drittel des Oktobers vorgenommenen Ver- 














Uber das Verhalten des Lactacidogens bei ermiidender Reizung usw. 47 


suchen fast ausnahmslos ein Ermiidungsanstieg des Lactacidogens 
nachweisen lieB. 

Als bedauerlich erscheint es nachtriaglich, daB meine Ver- 
suche erst im Spa&tsommer begannen. Hatten sie schon in den 
friheren Sommermonaten ihren Anfang genommen, so wiirde sich 
vielleicht bei diesen ersten Versuchen ebenso regelmaBig eine 
Abnahme des Lactacidogens bei der ermiidenden Reizung ergeben 
haben, wie in den letzten Versuchen meiner Arbeit eine Zu- 
nahme dieser Substanz eintrat. 

Wenigstens wurden in Versuchen, die im Sommer des 
Jahres 1929 im hiesigen Institut vorgenommen wurden, Anhalts- 
punkte fiir eime regelm&Bige Verminderung des Lactacidogens 
nach ermiidender Tatigkeit gewonnen.?) 

Die Tatsache, daB bei ermiidender Reizung eine Zunahme 
des Lactacidogens auftreten kann, spricht nicht dagegen, dab 
diese Substanz im Kontraktionsmoment gespalten wird.’) 


Zusammenfassung. 


Der Einflu8 ermidender Einzelzuckungen auf den Lacta- 
cidogengehalt von Froschgastrocnemien wurde untersucht. 

Es ergab sich, daB die Anderung des Lactacidogengehaltes 
bei der Ermiidung von der Jahreszeit abhangig ist, derart, daB 
in den letzten, wihrend des Herbstes vorgenommenen Versuchen 
die Ermiidung regelmaBig eine Vermehrung des Lactacidogens 
herbeifiihrte. 

Umgekehrt zeigten die ersten wahrend des letzten August- 
drittels vorgenommenen Untersuchungen bei Eskulenten fast 
regelmaBig, bei Temporarien nur zum geringeren Teil eine er- 
hebliche Abnahme des Lactacidogens. 

Auch bei Eskulenten war wiahrend einer Ubergangszeit die 
Wirkung der ermiidenden Reizung auf den Lactacidogengehalt 
nicht einheitlich. 

Bei Temporarien beginnt anscheinend die die Verinderung 
des Verhaltens des Lactacidogens bei der Ermiidung bedingende 
herbstliche Umstellung friiher als bei Eskulenten und sie scheint 
auch — etwa einen Monat —- friiher beendet zu sein. 





1) Diese Erfahrung konnte in neuen Untersuchungen von Gert Kraft 
durchaus bestatigt werden. 
2) Vgl. die auf die vorliegende folgende Arbeit von Embden und Jost. 
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Uber die Spaltung 
des Lactacidogens bei der Muskelkontraktion. 


Il. Mitteilung.1) 
Von 
G. Embden und H. Jost. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, September 1931.) 


In einer vorangehenden Arbeit von D. Wilhelmi*) wurde 
gezeigt, daB nach ermiidender Reizung isolierter Froschgastro- 
cnemien mit Einzelinduktionsschligen deren Gehalt an der 
Hexosemonophosphorsiure Lactacidogen bald vermehrt, bald 
vermindert wird, wobei jahreszeitliche Hinfliisse auf dies so ver- 
schiedenartige Verhalten unverkennbar sind. 

Schon aus der von Versuch zu Versuch verschiedenen Rich- 
tung der Anderung des Lactacidogengehaltes durch ermiidende 


Reizung geht hervor, daB derartige Krmidungsversuche keinen | 


Aufschlu8 iiber das Schicksal des Lactacidogens im Kontraktions- 
moment liefern kénnen, denn dieses Schicksal haben wir uns doch 
wohl sicher als einheitlich zu denken. 

Alle bisherigen Versuche, das Verhalten des Lactacidogens 
bei der einzelnen Kontraktion festzustellen, sind aber an Muskeln 
von ungleichem Ermiidungszustand ausgefiihrt worden. 

Dies gilt schon fiir eine lingere Zeit zuriickliegende Unter- 


suchung von Embden und Lawaczeck'), in der der Gehalt des 


1) Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung wurden 
durch Embden auf dem Internationalen Biologischen KongreB in Monte- 
video im Oktober 1930 vorgetragen. (Archiv. de la Soziedad de Biologia ¢e 
Montevideo, Supplemento, Fasc, II, 1931.) 

2) Diese Z. 203, 34 (1931). 

8) Biochem. Z. 127, 181 (1922). 
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kontrahierten Muskels an ,,anorganischer‘‘!) Phosphorsaiure mit 
jenem des erschlafften Muskels der anderen Seite verglichen 
wurde. Beide Muskeln wurden hierbei durch fliissige Luft zum 
Erfrieren gebracht, der im contrahierten Zustand zu fixierende 
nach ganz kurz dauernder faradischer Reizung oder ohne eine 
solehe, da schon der Kaltereiz beim Eintauchen in fliissige Luft 
kontraktionserregend wirkt. Zur Vermeidung dieser Kontrak- 
tion durch den Kaltereiz wurde der im erschlafften Zustand zu 
untersuchende Muskel zunichst eine Reihe von Sekunden ge- 
reizt, bis er soweit ermiidet war, da8 das Eintauchen in fliissige 
Luft kurze Zeit nach der Erschlaffung keine Kontraktion hervor- 
rief. Der erschlaffte Muskel unterschied sich also nicht nur durch 
seinen Erschlaffungszustand vom kontrahierten, sondern auch 
dadurch, daB er starker als der kontrahierte ermiidet war. 


Der fast regelma8ig in ihren Versuchen gefundene Mehrgehalt 
des kontrahierten Muskels an anorganischer Phosphorsiure fiihrte 
Embden und Lawaeczeck zu der Anschauung, da8 im Kon- 
traktionsmoment eine Spaltung des Lactacidogens stattfinde. 


Die eben genannten Versuche kénnen heute aber schon des- 
wegen nicht mehr als beweisend fiir die Lactacidogenspaltung 
im Kontraktionsmoment angesehen werden, weil die beiden 
Muskeln in verschiedenem Ermiidungszustand untersucht wurden, 
ei Umstand, der nach den eben gemachten Ausfiihrungen an 
sich gur Ungleichheit des beiderseitigen Lactacidogengehaltes 
fihren konnte. AuBerdem sind, wie Embden und Jost?) schon 
friiher ausfihrten, die jeweiligen Anderungen des Gehaltes an 
anorganischer Phosphorsiure nach den seit jener Zeit neu ge- 
wonnenen Erkenntnissen nicht nur von den am Lactacidogen 
sich abspielenden Ab- und Aufbauvorgiingen abhingig, sondern 
auch von Spaltungs- und synthetischen Prozessen, die sich an 
anderen phosphorsdurehaltigen Substanzen vollziehen. 


In dieser erst vor wenigen Jahren von uns veroffentlichten 
Arbeit wurde zum ersten Male eine chemische Methode ver- 
wandt, die — wie wir glauben méchten — das Lactacidogen in 
einwandfreier Weise zu bestimmen gestattet. Bei den mittels 
dieser Methode vorgenommenen neuerlichen Versuchen zum Nach- 





1) Unter der Bezeichnung ,,anorganische‘‘ Phosphorsaure wird in dieser 
Arbeit immer die Summe der anorganischen Orthophosphorséure und der 
stets mitbestimmten Phosphokreatinphosphorsiure verstanden, 

2) Diese Z. 179, 24 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIII. 4 
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weis der Lactacidogenspaltung im Kontraktionsmoment war die 
biologische Vorbehandlung der Muskeln die gleiche wie in der 
eben erwahnten Arbeit von Embden und Lawaczeck. Es er- 
gab sich regelmaéBig ein Mindergehalt des kontrahierten Muskels 
an Lactacidogen, der so gedeutet wurde, daB bei der Kontraktion 
eine Spaltung der Hexosemonophosphorsiure eingetreten war.) 

Heute miissen wir zugeben, daf bei der damals angewandten 
Versuchsanordnung der Mindergehalt des kontrahierten Muskels 
an Lactacidogen ebensowohl durch eine Lactacidogenzunahme 
wihrend der ermiidenden Reizung des im erschlafften Zustand 
fixierten Muskels wie durch die von uns angenommene Abnahme 
des Lactacidogens bei der Kontraktion bedingt gewesen sein kann. 

Dafiir, daB schon wiahrend fortdauernder Reizung anorga- 
nische Phosphorséure verschwinden kann, wurden Anhaltspunkte 


von verschiedenen Forschern gewonnen. 

Schon Embden und Lawaczeck fanden, daB die bei der Muskel- 
kontraktion freiwerdende Phosphorsiure auferordentlich rasch wieder ver- 
schwindet, und daB dieser synthetische Vorgang bei faradischer Reizung des 
Muskels schon wahrend des Tetanus beginnt.?) Einige Jahre spiter stellten 
Embden und Hentschel fest, daB kurzdauernde faradische Reizung des 
Semimembranosus im Gegensatz zu der lingere Zeit fortgesetzten nicht eine Zu- 
nahme, sondern eine Abnahme der anorganischen Phosphorsaure herbei- 
fiihrt.*) 

L. Irving‘) fand bei tetanischer Reizung von Katzenmuskeln bis zur 
Ermiidung bald eine Vermehrung, bald eine Verminderung der anorganischen 
Phosphorsiure, und die bei mehrstiindiger Exposition in Bicarbonatlésung 
freiwerdende Phosphorsiuremenge (B-Versuch), die von ihm nach unseren 
— unterdessen freilich tiberholten — Angaben zur Bestimmung der Lacta- 
cidogenphosphorsaéure verwandt wurde, war dementsprechend bald vermindert, 
bald vermehrt. 

P. Eggleton und G. P. Eggleton) fanden in Versuchen an Frosch- 
gastrocnemien, die sie 2 Minuten lang tetanisch reizten, daB das hierbei ge- 
spaltene Phosphagen zum grofen Teil in einen siureléslichen, unter den Be- 
dingungen des B-Versuches leicht spaltbaren Ester iibergefiihrt wird. Sie 
glaubten dementsprechend eine Vermehrung des Lactacidogens bei kurz- 
dauernder tetanischer Reizung annehmen zu miissen. 

K. Lohmann®) sstellte in einer erst kiirzlich erschienenen Arbeit 
fest, daB tetanische Reizung unter gleichzeitiger Verminderung der Pyro- 


1) Hierbei wurde vorausgesetzt, daB sich im frischen und auch im 
kurze Zeit ermiideten Muskel nur Hexosemonophosphorsaure, keine Hexose- 
diphosphorsaure findet. 

2) Biochem. Z. 127, 196 (1922). 

8) Diese Z. 151, 179 (1926). 

4) Amer. J. Physiol. 83, 395 (1927). 

5) J. of Physiol. 65, 15 (1928). 

6) Biochem. Z. 227, 39 (1930). 
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phosphorsaurefraktion zu einer Vermehrung der schwer hydrolysierbaren 
Phosphorsaure fiihrt. Der Anstieg dieser Fraktion war in seinen Versuchen 
um so gréBer, je 6fter er den Tetanus wiederholte. Lohmann sieht die Ver- 
mehrung der schwer hydrolysierbaren Phosphorsiure als Ausdruck einer 
Vermehrung der von uns als Lactacidogen bezeichneten Hexosemonophos- 
phorsdure an.’) 

Aus der Gesamtheit der eben besprochenen und nament- 
lich auch aus den in der oben erwahnten Arbeit von D. Wil- 
helmi gewonnenen Ergebnissen darf wohl der Schlu8 gezogen 
werden, daB mehr oder weniger ermiidende tetanische Reizung 
isolierter Muskeln eine Vermehrung der Hexosemonophosphor- 
siure herbeifiihren kann. 

Eine soleche Vermehrung des Lactacidogens wiahrend lingere 
Zeit fortgesetzter Reizung widerspricht aber natiirlich keineswegs 
der Méglichkeit seiner Spaltung im Kontraktionsmoment. Es 
erscheint vielmehr von vorneherein als durchaus denkbar, da 
eine im Kontraktionsaugenblick eingetretene Spaltung schon 
waihrend des Fortbestehens der Kontraktion nachtraglich kompen- 
siert und tiberkompensiert wird. 

An eine derartige Méglichkeit mu8 um so mehr gedacht 
werden, weil gerade die Hexosephosphorsiurespaltung in der 
Muskulatur ein in besonders hohem Mafe reversibler ProzeB ist. 
Unter Bedingungen, die zu weitgehender Spaltung verschiedener 
anderer phosphorsdurehaltiger Bestandteile des Muskels fiihren, 
erfolet dementsprechend 6fters ein starker Aufbau von Hexose- 
phosphorséure; so zum Beispiel bei der Herstellung von Preb- 
saft aus Hundemuskulatur*) und bei der Vergiftung mit Halogen- 
essigsiure.8) Die durch den Zerfall von Phosphokreatin, des 
Pyrophosphorséurekomplexes und vielleicht durch noch un- 
bekannte Spaltungsprozesse freiwerdende Orthophosphorsiure 
wird hierbei durch die Veresterung mit Hexose beseitigt*), wie es 
scheint, um so leichter, je mehr Kohlehydrat fiir diese Synthese zur 
Verfiigung steht. 

Von vorneherein kann natiirlich eine gleichzeitig mit der 
Kontraktion erfolgende Anderung des Lactacidogengehaltes nur 





1) Biochem. Z. 227, 39 (1930). 

2) Embden, Jost u. M. Lehnartz, Diese Z. 189, 261 (1930). 

5) E. Lundsgaard, Biochem. Z. 227, 70 (1930); K. Lohmann, 
Biochem. Z. 286, 444 (1931). 

4) Wir wollen hier davon absehen, daB8 der entstehende Ester in diesen 
beiden Fallen nicht ausschlieBlich Hexosemonophosphorsiure, sondern zum 
Teil Hexosediphosphorsaure ist. 


4* 




















52 G. Embden und H. Jost, 


an solchen Muskeln nachgewiesen werden, die vor der Kontrak.- 
tion den gleichen Lactacidogengehalt haben, und Muskeln von 
ungleichem Ermiidungszustand sind daher fiir die Entscheidung 
der Frage, ob im Kontraktionsmoment eine Spaltung der Hexose- 
monophosphorsaure erfolgt, unbrauchbar. 

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde der Muskel der 
einen Seite im erschlafften, jener der anderen Seite im kontra- 
hierten Zustand auf seinen Lactacidogengehalt untersucht. Hier- 
bei war aber die biologische Vorbehandlung beider Muskeln bis 
zum Augenblick des Eintauchens in fliissige Luft vollig gleichartig. 

Da am frischen Froschmuskel einfaches Eintauchen in fliissige 
Luft kontraktionserregend wirkt, muBte auch jetzt wieder zur 
Vermeidung der Kontraktion durch den Kaltereiz der im er- 
schlafften Zustand zu untersuchende Muskel bis zu einem 
gewissen Grade ermiidet werden. Diese Ermiidung wurde immer 
durch eine 5—15 Sekunden andauernde faradische Reizung erzielt. 
In genau der gleichen Weise wurde auch der im kontrahierten 
Zustand zu untersuchende Muskel faradisch gereizt. Er wurde im 
Augenblick des Kintauchens in fliissige Luft durch kraftige direkte 
oder indirekte Reizung zur Kontraktion gebracht. 

Schon frither haben wir uns davon iberzeugt, daB gleich- 
artige Reizung der beiderseitigen Froschgastrocnemien zu an- 
nihernd gleichem Lactacidogengehalt fiihrt1), ein etwaiger Minder- 
gehalt des kontrahierten Muskels an Lactacidogen muBte daher 
durch die Kontraktion selber bedingt sein. 


Methodisches. 


Mit wenigen Ausnahmen wurden unsere Versuche an dem linken und 
rechten Gastrocnemius eines einzigen Frosches ausgefiihrt. Fast immer ver- 
wandten wir groBe Eskulenten, nur in den 4 letzten Versuchen Temporarien. 
Die Muskeln wurden rasch nach der Tétung der Tiere prapariert, der eine 
der Gastrocnemien sofort an den Reizelektroden aufgehangt und bei iso- 
tonischer Anordnung unter Belastung mit 25g direkt gereizt. Der jeweils 
bei dieser Reizung angewandte Rollenabstand ist bei den einzelnen Versuchen 
angegeben. Nach einer Erholungszeit von 30 bis héchstens 60 Sekunden, 
wihrend der er meist véllig erschlaffte, wurde der Muskel in fliissige Luft 
versenkt. 

Der zweite Muskel, der wahrend der wenige Minuten andauernden 
Verarbeitung des ersten auf einer von unten mit Eis gekiihlten Glasplatte 


1) Diese Z. 179, 33 (1928). Der gréBte hierbei gefundene Unterschied 
im Lactacidogengehalt beider Muskeln betrug etwas mehr als 4°/, des kleineren 
Wertes. 
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und mit einer Glasschale bedeckt aufbewahrt worden war, wurde zundchst 
ganz gleichartig wie der erste verarbeitet, d.h. in der gleichen Weise ge- 
reizt, und gleich lange der Erholung iiberlassen. Zum Unterschiede von dem 
im erschlafften Zustand zu fixierenden Muskel wurde er aber im Augenblick 
des Eintauchens in fliissige Luft mit einem kraftigen faradischen Strom ge- 
reizt. Der Muskel kontrahierte sich fast ausnahmslos rasch und erfror dem- 
entsprechend in starker Verkiirzung. 

Ofters war die Reihenfolge der beiden Versuche auch umgekehrt, ohne 
daB dadurch die Versuchsergebnisse erkennbar beeinfluBt wurden. 

Die erste an beiden Muskeln vorgenommene Reizung war — wie be- 
reits erwahnt — stets direkt, das gleiche war in den meisten Versuchen auch 
bei der zweiten Reizung der Fall. Der Rollenabstand betrug bei dieser 
zweiten direkten Reizung stets 01), waihrend die bei der ersten Reizung ver- 
wandten Rollenabstaénde bei den einzelnen Versuchen angegeben sind. In 
einer Reihe von Versuchen geschah die zweite Reizung vom Nerven aus. 
In diesen Versuchen wurde immer bei beiden Muskeln der Nervus ischiadicus 
mitprapariert und auf die zu seiner Reizung angebrachten Platinelektroden 
gelegt. Durch eine einfache Umschaltung konnte die zweite — indirekte — 
Reizung ohne weitere Beriihrung des Nervmuskelpraiparates vorgenommen 
werden. Bei der Reizung vom Nerven aus blieb der Rollenabstand stets der 
gleiche wie bei der vorangehenden direkten Reizung. 

Einzelne Versuche, in denen sich der im erschlafften Zustand zu ver- 
arbeitende Muskel beim einfachen Eintauchen in fliissige Luft starker kon- 
trahierte, wurden von vornherein verworfen, d.h. iiberhaupt nicht weiter- 
verarbeitet. 

Fiir gewéhnlich trat an dem ohne nochmalige Reizung verarbeiteten 
Muskel erst langere Zeit nach dem Versenken in fliissige Luft eine ganz ge- 
ringe Verkiirzung ein. 

Die Bestimmung des Lactacidogens erfolgte genau in der friiher von 
uns beschriebenen Weise.*) Wir halten es nicht fiir einwandfrei, die auf der 
Reduktionsfahigkeit der Hexosemonophosphorséure beruhende Methode 
durch die Bestimmung der schwer hydrolysierbaren Phosphorséure zu er- 
setzen, wie das in einer bereits oben erwaéhnten Arbeit von Lohmann ge- 
schehen ist. Es konnte namlich in einer kiirzlich von Embden, Hefter 
und M. Lehnartz’*) veréffentlichten Untersuchung gezeigt werden, daB an 
der Verminderung und an der Vermehrung der Fraktion der schwer hydroly- 
sierbaren Phosphorsdéure bei der Muskeltatigkeit neben dem Lactacidogen 
noch andere Substanzen beteiligt sind.‘) 


Versuchsergebnisse. 


In der nachstehenden Tabelle sind die Ergebnisse der simt- 
lichen Versuche zusammengestellt, die in einwandfreier Weise zu 





1) Nur in Versuch 9 blieb bei der zweiten Reizung des B-Muskels der 
Rollenabstand unverandert. 

2) Embden u. Jost, Diese Z. 179, 28ff. (1928). 

3) Diese Z. 187, 53 (1930). 

4) Vgl. auch eine Arbeit von Embden u. M. Lehnartz iiber die 
Abspaltung von Pentose bei der Muskelarbeit. [Diese Z. 201, 149 (1931)). 
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Ende gefiihrt werden konnten. Aus der Reihe 1¢ geht die Art der 
verwandten Frésche hervor; nur zu den Versuchen 5, 12 und 13 
wurden je 2 Versuchstiere benutzt, in allen wbrigen nur eins. 
Reihe 2 gibt iiber die Art der Reizung Aufschlu8, wobei durch die 
Bezeichnung ,,direkt“ ausgedriickt werden soll, daB nicht nur die 
erste, an beiden Muskeln vorgenommene Reizung direkt war, 
sondern auch die zweite des im kontrahierten Zustande zu fixie- 
renden Gastrocnemius. Die Bezeichnung ,,kombiniert’’ besagt, 
daB die erste an beiden Muskeln ausgefiihrte Reizung direkt, die 
zweite nur fiir den kontrahierten Muskel verwandte vom Nerven 
aus erfolgte. 

In Reihe 8A sind die am erschlafften Muskel, in Kolonne 8B 
die am kontrahierten erhaltenen Werte fiir Lactacidogenphosphor- 
siure verzeichnet, und zwar in Milligramm H,PO, pro 100 g Musku- 
latur. Die Werte der Tabelle sind als arithmetisches Mittel gut 
iibereinstimmender Doppelbestimmungen errechnet. 

Man sieht, daB fast immer der Lactacidogengehalt des kon- 
trahierten B-Muskels geringer ist, als der des erschlafften A-Muskels. 
Nur in den Versuchen 20 und 27 wurde ein geringfiigiger Mehrgehalt 
des kontrahierten Muskels an Lactacidogen gefunden, doch liegt 
der errechnete Unterschied sicher innerhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmung. In zwei weiteren Versuchen (Vers. 8 und 28) waren 
die A- und B-Werte praktisch gleich und viermal (Vers. 5, 21, 25 
und 381) ergab sich rechnerisch zwar wie bei der Hauptzahl der 
Versuche ein Mindergehalt des kontrahierten Muskels, doch 
betrug er weniger als 5°/, und lag daher innerhalb der Bestim- 
mungsfehler. 

Das iibereinstimmende Ergebnis der tbrigen 29 Versuche, in 
denen der kontrahierte Muskel erheblich weniger Lactacidogen als 
der erschlaffte enthielt, kann nur so gedeutet werden, daB bei der 
Kontraktion eine Verminderung des Lactacidogens eintrat. 

Wenn diese Verminderung in der bereits besprochenen Minder- 
zahl der Versuche ausblieb oder nicht sicher nachweisbar war, so 
diarfte das darauf zuriickzufiihren sein, daB entweder der ohne 
elektrische Reizung in fliissige Luft versenkte Muskel A sich infolge 
ungeniigender Ermiidung stérker als sonst kontrahierte, oder daf 
umgekehrt der beim Eintauchen in fliissige Luft elektrisch gereizte 
Muskel B bereits zu stark ermiidet war, um sich geniigend kraftig 
zu verkiirzen. Wihrend der Anstellung der Versuche schriftlich 
niedergelegte Beobachtungen liefern jedenfalls Anhaltspunkte fir 
diese Erklarungsmoglichkeit, doch méchten wir die letztere um so 
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weniger im einzelnen verfolgen, weil die Tatsache, da8 in der 
iiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche ein auBerhalb des Be- 
stimmungsfehlers gelegener Mindergehalt des kontrahierten Muskels 
an Lactacidogen, nirgends aber ein diese Fehlergrenze iiberschrei- 
tender Mehrgehalt gefunden wurde, uns ganz eindeutig die Ver- 
minderung des Lactacidogens bei der Kontraktion zu beweisen 
scheint. 

In welche Phase des Verkiirzungsvorgangs die Spaltung des 
Lactacidogens zu verlegen ist, dariiber geben unsere Versuche 
kemen Aufschlu8, doch halten wir es gerade angesichts des Um- 
standes, daB irgend linger fortgesetzte Reizung so leicht zu be- 
trachtlicher Vermehrung des Lactacidogens fihrt, fiir wahr- 
scheinlich, da diese Spaltung, die wir durchaus auch als vor- 
bereitende Reaktion fiir die Milchsiurebildung betrachten méchten, 
in ein friihes Stadium der Kontraktion zu verlegen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Die beiderseitigen Gastrocnemien von Fréschen wurden 
durch faradische Reizung so weit ermiidet, da8 einfaches Ein- 
tauchen in fliissige Luft keine oder keine wesentliche Kontraktion 
bewirkte. 

Der Muskel der einen Seite wurde nunmehr ohne elektrische 
Reizung — also im erschlafften Zustand — in flissiger Luft zum 
Erfrieren gebracht, jener der anderen Seite unter gleichzeitiger 
faradischer Reizung, welche eine kraftige Kontraktion verursachte. 

2. Es zeigte sich, daB in der tiberwiegenden Mehrzahl der 
Versuche der kontrahierte Muskel erheblich weniger Lactacidogen 
als der erschlaffte enthielt, waihrend ein auSerhalb der Bestim- 
mungsfehler gelegener Mehrgehalt des kontrahierten Muskels nicht 
beobachtet wurde. 

3. Die Versuche werden als beweisend dafiir angesehen, daB 
die Lactacidogenspaltung eine regelmaBige Begleiterscheinung der 
Muskelverkirzung ist. 
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Uber die jodidspaltende Fahigkeit von Laminaria digitata. 


Von 


Harald Kylin. 





(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1931.) 


Die Jodidspaltung der lebenden Laminaria. 


Im Jahre 1928 wurde von Dangeard nachgewiesen, daB die 
lebenden Laminariaarten die Fahigkeit haben, Jod zu verfliich- 
tigen. Diese Erscheinung wurde _ ,,Jodovalatilisation“ genannt. 
Das freie Jod wurde durch ein auf den Thallus gelegtes Stiick 
Bristolpapier nachgewiesen; dieses Papier enthalt Starke und wird 
deshalb von dem verfliichtigten Jod blau gefirbt. Dangeard 
hebt besonders hervor, daB die Laminariaarten unter vollig 
normalen Lebensbedingungen Jod verfliichtigen. 

In den Sommern 1929 und 1930 hatte ich Gelegenheit, die 
Jodverfliichtigung der Laminariaarten an der schwedischen 
Westkiiste zu untersuchen. In den Versuchsserien, die sich so gut 
wie méglich den normalen Lebensbedingungen anschlossen, konnte 
ich aber keine Jodverfliichtigung nachweisen. Unter besonderen 
Versuchsbedingungen fand ich indessen eine solche und sprach 
deshalb die Vermutung aus, da die von Dangeard an der franzési- 
schen Westkiiste nachgewiesene Jodverfliichtigung nicht unter 
vollig normalen Lebensbedingungen, sondern nur unter besonderen 
Bedingungen, die nicht als véllig normal zu bezeichnen seien, von- 
statten gehe. Dangeard halt aber noch im Jahre 1931 an seiner 
Meinung fest, und nach meinen im letzten Sommer (1931) an der 
schwedischen Westkiiste fortgesetzten Untersuchungen muf ich 
an meiner Meinung festhalten. — Zum Nachweis einer Jodverfliich- 
tigung habe ich ein mit Staérkeldsung in Meerwasser eingetranktes 
Filtrierpapier benutzt. 

Nach Dangeard sollten demnach die Laminariaarten an 
der franzésischen Westkiiste unter normalen Lebensbedingungen 
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Jod verfliichtigen, an der schwedischen Westkiiste sollte dagegen 
nach meinen Beobachtungen unter normalen Lebensbedingungen 
keine Jodverflichtigung stattfinden. — Es handelt sich hier nicht 
um verschiedene Laminariaarten. — Unten mdéchte ich indessen 
einige Tatsachen hervorheben, die mir dafiir zu sprechen scheinen, 
daB die Laminariaarten an der franzésischen Westkiiste nur 
unter gewissen Bedingungen, die kaum als vdéllig normal zu be- 
zeichnen sind, eine Jodverfliichtigung zeigen. 


Es ist durch die Untersuchungen von Dangeard sicher fest- 
gestellt worden, da8 die lebenden Laminariaarten die Fahigkeit 
haben, Jod zu verfliichtigen, daB aber diese Fiahigkeit bei Abtéten 
unmittelbar verloren geht. Es fragt sich nun aber, unter welchen 
Bedingungen eine Jodverfliichtigung vonstatten geht; findet eine 
soleche unter allen, oder nur unter gewissen Bedingungen statt ? 
Im Laufe der Untersuchungen hat es sich herausgestellt, da eine 
Jodverflichtigung wenigstens unter folgenden Bedingungen von- 
statten gehen kann: 

1. Wenn die Laminariaarten mit destilliertem Wasser be- 
handelt werden; 

2. wenn sie mit einer schwach sauren Loésung behandelt 
werden; 

3. bei einer etwas héheren Temperatur; 

4. bei Behandlung mit Ather oder Chloroform in so geringen 
Mengen, da das Versuchsobjekt nicht unmittelbar abgetétet wird. 


Die oben erwahnten Bedingungen koénnen selbstverstindlich 
nicht als fir die Laminariaarten normal bezeichnet werden. 

Und nun die Hauptfrage: Verfliichtigen die Laminariaarten 
unter normalen Lebensbedingungen Jod? Hier ist indessen von 
vornherein zu bemerken, da vielleicht nur ein Streit um Worte 
vorliegt. Es ist ja gut méglich, da8B Dangeard auch solche Lebens- 
verhaltnisse als normal bezeichnet, die meiner Meinung nach mit 
diesem Worte nicht zu bezeichnen sind. 

Als Material seiner Untersuchungen hat Dangeard im all- 
gemeinen wahrend der Ebbe eingesammelte Laminariaexemplare 
verwendet. Die Laminarien sind dann entweder bloSgelegt oder 
nur von einer verhiltnismifig diinnen Wasserschicht bedeckt. 
Es fragt sich nun, ob man die Lebensverhiltnisse wihrend der 
Ebbe fiir die Laminariaarten als véllig normal bezeichnen kann. 
Natiirlich vertragen die Laminarien einige Stunden die Ebbe, es 
scheint mir aber ziemlich sicher, da& sie die Lebensverhiltnisse 
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wihrend der Ebbe, wenn sie andauernd waren, nicht vertragen 
wurden. 

Meiner Meinung nach beruht die von Dangeard an der 
franzésischen Westkiiste nachgewiesene Jodverfliichtigung der 
Laminariaarten auf den veranderten Lebensverhaltnissen wahrend 
der Ebbe im Vergleich mit denen wihrend der Flut. Wahrend 
der Flut findet sicher keine Jodverfliichtigung statt. An der 
schwedischen Westkiiste ist der Unterschied zwischen Ebbe und 
Flut sehr gering, und die Laminariaarten reagieren deshalb 
hier nicht auf den Wechsel zwischen Ebbe und Flut. 

Jetzt moéchte ich noch die Aufmerksamkeit auf folgende Tat- 
sachen lenken. Die Laminariaarten nehmen aus dem besonders 
jodarmen Meerwasser nicht unbedeutende Jodmengen auf. Das 
Meerwasser enthalt etwa 2 mg Jod per Liter; Laminaria digitata 
etwa 1 g Jod per Kilogramm Frischgewicht. Wahrend des Lebens 
einer Laminaria wandert das Jod, wenigstens der Hauptsache 
nach, vom Meerwasser zu der Laminaria, nicht umgekehrt. Die 
lebende Laminaria hat die Fahigkeit, unter gewissen Bedingungen 
Jod zu verfliichtigen, solange sie aber nicht die Fahigkeit besitzt, 
Jod selbst zu produzieren, muB sie mit ihrem Jodvorrat sehr spar- 
sam umgehen. In der Berechnung von Dangeard (1928, S. 103), 
daB die Jodverfliichtigung so kraftig sein kann, daB, wenn sie mit 
derselben Starke wahrend eines Tages fortgesetzt wiirde, beinahe 
die ganze Jodmenge des Laminariablattes verflichtigt ware, mu8 
irgendwo ein Fehler stecken. Und wenn nun Dange ard diejenigen 
Bedingungen, unter denen eine Laminaria Jod verfliichtigt, als 
normale Lebensbedingungen zu bezeichnen winscht, so méchte 
ich fragen, wie soll man diejenigen Bedingungen bezeichnen, unter 
denen die Laminaria das Jod aufnimmt. Ks sind ja hier keine 
besonderen Organe vorhanden, die Jod absorbieren oder Jod ver- 
fliichtigen. Jede Stelle des Thallus besitzt die Fahigkeit, unter 
gewissen Bedingungen Jod in irgendeiner Form zu absorbieren, 
unter anderen Bedingungen Jod zu verflichtigen. 

Nun méchte ich mit einigen Worten den Mechanismus der Jod- 
verfliichtigung besprechen. In seinen ersten Arbeiten glaubte 
Dangeard, da8 das freie Jod in irgendeiner Weise in den lebenden 
Epidermiszellen gebildet wiirde, und zwar wahrscheinlich durch 
einen OxydationsprozeB (Dangeard 1929, §. 218). Schon in 
meiner ersten Arbeit (1929, S. 80) gelang es mir indessen nach- 
zuweisen, daB fir die Jodverfliichtigung in erster Linie drei Fak- 
toren notwendig waren, némlich Jodide, Jodidoxydasen und Sauer- 
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stoff. Die Jodidoxydasen werden von den Oberflichenzellen der 
Laminaria gebildet. Um die Ergebnisse meiner Experimente zu 
erklaren, wurde dann vermutet, da8 die Jodidoxydasen aus den 
lebenden Zellen heraustreten, und die aéuBere Wand der Ober- 
flichenzellen durchtrinken. Des weiteren! wurde angenommen, 
daB die Jodide, die in den drei bis vier iuBeren Zellschichten in 
nicht unbedeutenden Mengen vorhanden sind (wenigstens 1°/, 
Jodide in den Vakuolen), unter gewissen Bedingungen aus den 
lebenden Oberflaichenzellen heraustreten kénnten. In der AuBen- 
wand der Epidermiszellen wiirden dann die austretenden Jodide 
von den dort vorhandenen Jodidoxydasen gespaltet. Das freie Jod 
sollte also meiner Meinung nach in der AuSenwand der Ober- 
flichenzellen, nicht nach der Meinung von Dangeard in den 
Oberflaichenzellen selbst, gebildet werden. 

In seiner Arbeit vom Jahre 1930 (S.62) lehnt Dangeard 
entschieden meine Auffassung in bezug auf den Mechanismus der 
Jodverfliichtigung ab. Er wiederholt seine Behauptung, daB das 
freie Jod in irgendeiner Weise, die er aber nicht gut erkliren kann, 
in den Oberflachenzellen gebildet wird. Unter Hinweis auf einige 
iltere Untersuchungen scheint er sogar das Vorkommen einer 
Jodidoxydase bei Laminaria in Abrede stellen zu _ wollen, 
erklart aber schlieBlich, daB die Existenz einer Jodidoxydase bei 
Laminaria ,,probable mais non demontrée“ ist (Dangeard 
1930, S. 66). 

Ks gelang mir indessen schlieBlich, experimentell nachzuweisen, 
daB ein jodidoxydierender Stoff in der AuSenwand der Ober- 
flichenzellen von Laminaria digitata vorhanden ist (Kylin 
1930, 5. 206), und zwar durch folgenden Versuch, den ich hier aus 
meiner friiheren Arbeit zitiere. 

,,Von der AuBenmembran eines frischen Laminariablattes wurden vor- 
sichtig, um die Oberflichenzellen nicht zu verletzen, mit einem Messer die 
iuBersten Teile abgekratzt. Der so erhaltene Brei wurde auf ein mit Starke- 
lisung eingetrinktes Filtrierpapier ausgestrichen. Das Papier farbte sich 
nicht blau; freies Jod war also nicht vorhanden. Der Brei wurde dann auf 
ein mit Starkelésung und Jodkalium getrinktes Filtrierpapier ausgestrichen. 
In diesem Falle wurde das Papier unmittelbar blau gefarbt, zuerst schwach 
blau, dann tiefer und tiefer blau. Im Brei war demnach ein jodidoxydierender 
Stoff vorhanden.“ 

Ks ist auBerdem nachgewiesen worden, da8 dieser Stoff nicht 
auf Kosten seines eigenen Sauerstoffs die Jodide oxydiert, sondern 
nur die Aufnahme des freien Sauerstoffs vermittelt (Kylin 1929, 
5. 78), und des weiteren, daB der in Rede stehende Stoff thermo- 
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labil ist (K ylin 1930, S. 207). Der Stoff stellt also ein oxydierendes 
Enzym dar. 

Das Vorkommen einer Jodidoxydase in der AuBenwand der 
Oberflichenzellen von Laminaria digitata ist spater von 
Dangeard (1931, S. 285) bestatigt worden. 

Meine Auffassung (Kylin 1929, S. 81), daB das Vorhandensein 
einer Jodverfliichtigung bei den Laminariaarten mit der Fiahig- 
keit der Jodide, aus den lebenden Zellen hinauszutreten, im Zu- 
sammenhang stehe, hat sich also bestitigen lassen. Nur unter den- 
jenigen Bedingungen, die einen Austritt der Jodide aus den lebenden 
Oberflichenzellen der Laminaria hervorrufen, findet eine Jod- 
verfliichtigung statt. Hiermit ist also, wie ich schon friiher bemerkt 
habe (Kylin 1930, S. 207) das Problem der Jodverfliichtigung in 
eine Permeabilitétsfrage ibergefiihrt worden. 


Die Jodidspaltung der wafrigen Laminariaextrakte. 


Nach Dillon (1929, S. 161) gibt es in den waBrigen Lami- 
nariaextrakten einen besonderen ,,Jodbefreier, der ein organischer 
K6rper sein soll. Kay (1929, 8.317) vermutet dagegen, da 
Dillons Jodbefreier ein Jodat ist. Lunde und Closs (1929, 8. 203) 
haben in den waBrigen Extrakten von Laminaria digitata einen 
Jodbefreier nachgewiesen, der aus sauren Jodidlésungen Jod in 
Freiheit zu setzen vermag. Die Eigenschaften dieses Jodbefreiers 
fassen die Autoren folgendermafen zusammen: Bestandig gegen 
Alkalien, la8t sich sogar mit Lauge kochen, wird aber-durch Ein- 
dampfen des waBrigen Auszugs ohne Pottaschezusatz zerstért. Er 
wird auch durch Reduktion mit Zink zerstért. Er ist wasserléslich, 
dagegen schwer ldéslich in Athylalkohol und unléslich in Amyl- 
alkohol. Er kann ferner keine Jodverbindung sein. 

Im Sommer 1930 machte ich an der schwedischen Westkiiste 
einige Versuche, um die Angaben iiber das Vorkommen von einem 
besonderen Jodbefreier in den wiSrigen Extrakten von Laminaria 
digitata nachzupriifen. Es war mir aber nicht méglich, einen 
solechen Jodbefreier nachzuweisen (Kylin 1980, 8. 200). Dagegen 
ist es Dangeard (1931, 8. 228) gelungen, in den wéBrigen Lam1- 
nariaextrakten ,,un complexe iodé dont l’iode est facilement mis 
en liberté par un acide dilué‘‘ zu finden. Und durch das Auffinden 
dieses labilen Jodkomplexes glaubt er (1931, S. 227), die oben 
erwihnten Angaben in bezug auf einen besonderen Jodbefreier in 
den wiBrigen Laminariaextrakten bestitigt zu haben. Uber die 
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Eigenschaften oder iiber die Zusammensetzung dieses labilen Jod- 
komplexes hat Dangeard indessen nichts Naheres zu berichten. 
Zu bemerken ist aber, daB Lunde und Closs bestimmt hervor- 
heben, daB der von ihnen gefundene Jodbefreier keine Jodverbin- 
dung sein kann. | 

Im letzten Sommer (1931) habe ich an der schwedischen West- 
kiiste der Frage itiber das Vorkommen eines besonderen Jod- 
befreiers in den wéBrigen Laminariaextrakten eine Nachpriifung 
gewidmet, und es zeigte sich dabei, daB8 das Vorkommen eines 
solchen Jodbefreiers mit der Extraktionsweise im Zusammenhang 
steht. Wird Laminaria unter aseptischen oder antiseptischen 
Bedingungen extrahiert, so tritt kein Jodbefreier auf, wird sie da- 
gegen unter septischen Bedingungen extrahiert, so bildet sich 
waihrend der Extraktion ein Jodbefreier. D.h. die lebende Lami- 
naria enthaélt keinen Jodbefreier im Sinne von Lunde und Closs, 
durch die Tatigkeit der Bakterien bildet sich aber in den Extrakten 
ein Jodbefreier. Und ich méchte schon jetzt, ehe ich iiber meine 
Versuche berichte, darauf hinweisen, daB dieser Jodbefreier ein 
Nitrit darstellt, das wihrend einer Nitratgirung in den wiaBrigen 
Laminariaextrakten entstanden ist. 

Bei den Versuchen iiber den genannten Jodbefreier hat 
man im allgemeinen mit den Stémmen, nicht mit den Blattern 
der Laminarien gearbeitet. Dieses Verfahren bietet zwei Vorteile; 
erstens sind die Extrakte der Blatter auBerst schleimig, diejenigen 
der St&amme dagegen nur sehr unbedeutend schleimig, zweitens 
enthalten die Stémme viel gréBere Nitratmengen als die Blatter. — 
Das Nitrat habe ich in der Weise nachgewiesen, daB Schnitte der 
lebenden Laminaria in ein Trépfchen einer Lésung von ein 
wenig Diphenylamin in konzentrierter Schwefelséure gelegt wurden. 
Bei Anwesenheit von Nitrat (oder Nitrit) tritt Blaufairbung ein. 

Und nun einige Worte itiber die wichtigeren Versuchsserien. 


Frisch aus dem Meere geholte Stimme von Laminaria digitata wurden 
in etwa 5mm lange Stiickchen zerschnitten, die Stiickchen dann mit Meer- 
wasser gut abgespiilt und in folgender Weise extrahiert: 

1. in destilliertem Wasser unter Zusatz von etwas Toluol; 

2. in destilliertem Wasser, dann einige Minuten gekocht; 

3. in destilliertem Wasser, nicht gekocht; 

4. in Meerwasser, nicht gekocht. 

Jede Serie enthielt mehrere Einzelversuche. Die Extrakte wurden auf 
Nitrate, Nitrite und Jodide gepriift, und zwar in folgender Weise: 

Nitrat: Auf einen Objekttrager wurde ein Trépfchen des Extraktes 
gelegt und dann mit einem Trépfchen einer Lésung von etwas Diphenylamin 
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in konzentrierter Schwefelsiure versetzt. Bei der Anwesenheit von Nitrat 
(oder Nitrit) tritt Blaufarbung ein. Der Objekttrager lag auf einer weifen 
Unterlage. 

Nitrit: Auf einen Objekttrager wurde ein Trépfchen des Extraktes 
gelegt und dann mit einem Trépfchen Starkelésung und einem Trépfchen 
5°/,iger Salzsiure versetzt. Bei der Anwesenheit von Nitriten tritt Blau. 
farbung ein, jedoch nur unter der Voraussetzung, daB in dem Extrakte 
Jodide vorhanden sind. Von dem Nitrite wird Jod aus den Jodiden in 
Freiheit gesetzt und das freie Jod fairbt die Starkelésung blau. Der Objekt. 
triger lag auf einer weiBen Unterlage. 

Jodid: Auf einen Objekttriger wurde ein Trépfchen des Extraktes 
gelegt und dann mit Starkelésung, Salzsiure und Wasserstoffsuperoxyd ver. 
setzt. Bei der Anwesenheit von Jodiden tritt Blaufarbung ein. Der Objekt- 
trager lag auf einer weiBen Unterlage. 

Die Versuche wurden wahrend der zwei ersten Stunden jede halbe 
Stunde, dann wahrend sechs Stunden jede Stunde und dann wahrend zehn 
Tage ein oder zweimal jeden Tag nachgepriift. Sie wurden im Dunkeln bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. 

In den Serien 1, 2 und 3 waren nach einer halben Stunde Jodide und 
Nitrate in leicht nachweisbaren Mengen vorhanden; nach 24 Stunden kamen 
in diesen Serien nicht unbedeutende Jodid- und Nitratmengen vor. In der 
Serie 4 (im Meerwasser) waren Jodide und Nitrate erst nach 30 Stunden 
nachweisbar. 

Nitrit (d. h. ein Jodbefreier) war in den Versuchen der Serie 3 nach 
24—30 Stunden nachweisbar und nach zwei Tagen in reichlichen Mengen 
vorhanden. In den Versuchen der Serie 4 war ein Jodbefreier erst nach 36 
bis 48 Stunden nachweisbar, nach drei Tagen war er aber in reichen Mengen 
vorhanden. In den Versuchen der Serien 1 und 2, d. h. in den antiseptischen 
und aseptischen Versuchen trat nie ein Jodbefreier auf. 

Es ist zu bemerken, daB Nitrit in den Versuchen mit destilliertem Wasser 
rascher als in denen mit Meerwasser gebildet wird; dies steht damit im Zu- 
sammenhang, da die Thallusteile schneller in destilliertem Wasser als in 
Meerwasser getétet werden. In den Versuchen mit destilliertem Wasser ist 
demnach Nitrat den Bakterien friiher zuginglich als in denen mit Meer- 
wasser. 

In den 3 Tage alten, septischen Versuchen sind reiche Nitritmengen 
vorhanden. In den septischen Meerwasserversuchen beobachtete man aber, 
daB die Nitritreaktion nach 4 Tagen weniger intensiv als friiher ist, und in 
den 5 Tage alten ist im allgemeinen kein Nitrit mehr vorhanden. Das Nitrat 
ist aber auch verschwunden; die Nitratgirung ist also zu Ende gebracht. 
Die Jodide sind aber noch da, ihre Menge kann indessen etwas geringer sein. 
Bei der Garung wird nimlich die Reaktion oft ein wenig sauer, und die 
Moglichkeit liegt dann vor, daB die Jodide gespalten werden kénnen. 

In den septischen Versuchen mit destilliertem Wasser verlauft die 
Nitratgirung etwas langsamer als in denen mit Meerwasser. Im allgemeinen 
dauert es hier 8—10 Tage, bis die Nitratgirung zu Ende gebracht ist. 

Es wurde noch folgender Versuch gemacht. Der Extrakt von einem 
3 Tage alten, septischen Versuch mit destilliertem Wasser wurde mit Salz- 
siure angesiuert und das dabei abgespaltene Jod durch Ausschiitteln mit 
Schwefelkohlenstoff entfernt. Der Extrakt wurde dann in zwei Teile geteilt. 
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Der eine Teil wurde mit Jodkaliumlésung versetzt, wobei eine reiche Jod- 
menge abgespaltet wurde; Nitrit war also nach dem oben erwahnten Jod- 
ausschiitteln noch vorhanden. Der andere Teil wurde zuerst mit etwas Harn- 
stoff, und dann nach einigen Minuten mit Jodkalium versetzt. Diesmal wurde 
kein Jod abgespaltet. Von dem Harnstoff war namlich das Nitrit zersetzt 
worden. 

Durch die oben angefiihrten Versuche diirfte es sichergestellt 
sein, daB Nitrit gebildet wird, wenn man die Laminariastiémme 
unter septischen Bedingungen extrahiert. Der von Lunde und 
Closs (1980, 8. 203) in den waBrigen Laminariaextrakten ge- 
fundene Jodbefreier stellt Nitrit dar. Dieser Jodbefreier ist aber 
nicht, wie diese Autoren glauben, in den lebenden Laminaria- 
stimmen vorhanden. Dangeard (1931, 8. 223) hat einen ,,com- 
plexe iodé dont V’iode est facilement mis en liberté par un acide 
dilué* in den unter septischen Bedingungen erhaltenen waBrigen 
Laminariaextrakten festgestellt. Dieser ,,complexe iodé‘ stellt 
eine Mischung von Jodid und Nitrit dar. 

Dillon (1929, 8. 162) behauptet, er habe bei seinen Extrak- 
tionsversuchen Toluol zugesetzt, um die Tatigkeit der Bakterien 
zu verhindern. Er hat also unter antiseptischen Bedingungen ge- 
arbeitet, hat aber trotzdem in den Extrakten einen Jodbefreier 
nachweisen kénnen. Wahrscheinlich steht dies damit in Zu- 
sammenhang, da8B er bei seinen Versuchen nicht vdllig frisches 
Material verwendet hat; ,,fronds of Laminaria digitata and 
L. saccharina freshly gathered from the seashore, where they 
had been thrown up by the tide“. 
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Uber den biologischen Abbau des Arginins zu Citrullin.*) 
Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. September 1931.) 


Nachdem erwiesen war, daB bei der Faulnis Kreatinin in 
Methylhydantoin wtbergeht!) und daf hierbei nicht die alkalische 
Reaktion der Kulturfliissigkeit, sondern die Saprophyten selbst 
die Hauptrolle spielen”), muBte mit der Méglichkeit eines analogen 
Abbaues anderer Guanidinderivate zu Ureidoverbindungen durch 
Faulnisbakterien gerechnet werden. In der Tat beobachtete 
kirzlich F. Linneweh’), daB Arcain*) («,6-Diguanidobutan) bei 
der Faulnis neben Putrescin, Harnstoff und Agmatin auch Carb- 
aminyl-Agmatin liefert. | 

Dieser Befund ermutigte dazu, die Versuche iiber die Faulnis 
des Arginins®) erneut aufzunehmen. Hierbei war bisher d,l-Ornithin, 
Putrescin und 6-Aminovaleriansiure beobachtet worden. Es 
muBte nun auch mit der Bildung eines K6rpers gerechnet werden, 
der sich vom Arginin nur insofern unterscheidet, als hier der 
Guanidinkern durch den Harnstoffkern ersetzt ist. Eine solche 
Substanz ist bereits von Y. Koga und 8. Odake®) aus der Wasser- 
melone, Citrullus vulgaris gewonnen und hinsichtlich ihrer Kon- 
stitution von Wada’) vollig aufgeklart worden. Das von Wada 
gleichzeitig synthetisch hergestellte Produkt unterschied sich in 
nichts von dem natiirlichen Citrullin. 

Es hat sich nun in der Tat herausgestellt, daB bei der Arginin- 
fiulnis eine Substanz der Formel C,H,;N;03 entsteht, die sich 
durch Analyse und Vergleich mit einem aus der Wassermelone 
zu diesem Zweck gewonnenem Priparat als identisch mit dem 
Citrullin erwies. Es handelt sich also um folgenden biologischen 


Vorgang : 





*) Vorlaufige Mitteilung, Verhandlungen der Physikalisch-Medizinischen 
Gesellschaft zu Wiirzburg 1931, 1. August. 
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Uber den biologischen Abbau des Arginins zu Citrullin. 


YN H, 
N-CH,-CH,-CH,-CH-COOH 
| 
H NH, 
Arginin 


NE; 
—> HN+0=C 
\N.CH,CH,CH,-CH-COOH 


NH, 
Citrullin 
Da8 sich in der Wassermelone das Citrullin aus Arginin 
bildet, ist wahrscheinlich, da bereits Koga und Odake§) hier 
freies Arginin neben Citrullin fanden. 


Experimenteller Teil. 


Da bei der Isolierung des in freiem Zustande sehr leicht lés- 
lichen Citrullins das Vorhandensein von Chloriden stérend ist, 
wurde Salzsiure ganz vermieden und 26g d-Arginin nach Neu- 
tralisation mit Schwefelsiure, 2g Pepton Witte, 5g Trauben- 
zucker in 1 Liter Wasser nach Impfung mit etwas faulem Pankreas- 
gewebe 4 Wochen schwach sodaalkalisch bei 87° gehalten. Die 
anfangs erfolgende Séuerung mufte durch vorsichtigen Soda- 
zusatz immer wieder zuriickgedringt werden. Es wurde auch 
hier absichtlich eine Mischkultur verwendet. 

Da das Citrullin nach den Angaben Wadas, die auch in diesem 
Punkte bestatigt werden konnten, mit Phosphorwolframsiure 
eine ziemlich leicht lésliche Verbindung gibt, wurde, um seine Aus- 
fillung vorerst zu vermeiden, auf 4 Liter verdiinnt und nun erst 
bei Gegenwart von 5°/, Schwefelsiure mit Phosphorwolframsiure 
gefallt, zwecks Abscheidung von Putrescin und 6-Aminovalerian- 
sure. 

Bei der ganzen nun folgenden Aufarbeitung wurde jede An- 
wendung héherer Temperatur vermieden, insbesondere erfolgten 
simtliche EKinengungen durch Vakuumdestillation, wenn méglich 
bei schwach schwefelsaurer Reaktion, da das Citrullin gegen 
Séuren wesentlich weniger empfindlich ist als gegen Alkalien. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsaurefillung wurde durch 
Schiitteln mit Barytpulver bei Zimmertemperatur von der Phos- 
phorwolframsaure befreit und bei schwach schwefelsaurer Reaktion 
stark eingeengt. Von abgeschiedenem Natriumsulfat wurde unter 
Zugabe von etwas Methanol abgetrennt. Da die Fliissigkeit noch 
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Vorhandensein von Argininresten gerechnet und mit Flavian- 
siure gefallt. Die reichlich entstehende Fallung enthielt aber im 
wesentlichen das Natriumsalz der Flaviansiure, nach dessen Ab- 
trennung sich nur noch wenig Natrium im Filtrat fand. Aus dem 
Filtrat wurde die Flaviansiéure in bekannter Weise mit Baryt (bei 
Zimmertemperatur) und Kohlensiure befreit, worauf bei schwefel- 
saurer Reaktion durch kurzes Schitteln mit etwas Tierkohle eine 
farblose Fliissigkeit hinterblieb. Nachdem die noch vorhandenen 
Fettséuren der Faulnis ausgeéthert waren, wurde mit Baryt die 
Schwefelsiure quantitativ beseitigt und auf ein geringes Volumen 
eingeengt. Zugabe von Methanol und Athanol ergab jetzt einen 
weiBen, weichen Niederschlag, der getrocknet 2 g wog und bereits 
unreines Citrullin vorstellte. 

Zur Reinigung wurde in wenig Wasser geloést und mit etwas 
Kupfercarbonat kurz aufgekocht. Es schied sich hierbei aus der 
dunkelblau werdenden Fliissigkeit das auBerordentlich schwer 
losliche Citrullinkupfer ab und blieb beim Absaugen der heifen 
Fliissigkeit zum Teil mit dem iiberschiissigen Kupfercarbonat auf 
dem Filter. Im Filtrat erschienen nach dem Abkihlen langsam 
neue Mengen Citrullinkupfer, die gemeinsam mit dem ersten Teil 
bei schwefelsaurer Reaktion mit Schwefelwasserstoff vom Kupfer 
befreit wurden. Nach véolliger Beseitigung der Schwefelsiure 
schied sich aus der vorsichtig stark eingeengten Fliissigkeit das 
Citrullin in weiBen, weichen Krystallen ab, die nach dem Unm- 
krystallisieren rein waren. Es bildete mikroskopische farblose, 
diinne Prismen von neutraler Reaktion, die dem von Wada ver- 
Offentlichten Bilde entsprechen. 


1. 4,609 mg Substanz gaben 6,975 mg CO, und 3,11 mg H,0O. 


2. 4,875 mg om »  7,405mg CO, ,, 3,27 mg H,0O. 
3. 7,655 mg = » 1,553 com N (16°, 756 mm). 
Fir C,H,,N,05 Ber. C 41,11°/, H 7,48°/, N 23,99°/, 


Gef. ,, 41,27, 41,439/, ,, 7,55, 7,519,  ,, 23,84 


Als Vergleichspréparat wurde Citrullin aus Wassermelonen 
dargestellt. Dieses hatte zuerst den von Wada angegebenen 
Schmelzpunkt. Nach weiterem Umkrystallisieren stieg, er aber, 
so daB die Substanz nicht bei 202, sondern bei 220—222° schmolz. 
Den gleichen Wert gab auch das aus Argininfaéulnis gewonnene 
Priparat. Der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 

Da das Kupfersalz des Kérpers aus der Argininfaiulnis ebenso 
wie das aus Citrullus auBerordentlich schwer léslich ist, labt es 
sich nur schwierig umkrystallisieren, weswegen zur Gewinnung 
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eines reinen Praiparates von dem bereits gereinigten freien Kérper 
ausgegangen wurde. Das Kupfersalz bildet blaue, mikroskopische 
Prismen und schmilzt unter Zersetzung bei 258°. Wada gibt fiir 
das Citrullinkupfer 257—258° an. Auch sonst besteht kein Unter- 
schied gegeniiber dem Citrullinkupfer aus der Wassermelone. 
4. 4,674 mg Substanz gaben 5,890 mg CO,, 2,61 mg H,O, 0,912 mg CuO. 
5. 3,373 mg se » 0,578 cem N (16°, 756 mm). 
Fiir (CH,,N,0,)sCu Ber. C 34,79°/, H 5,84°/, N 20,319/, Cu 15,36°/, 
Gef. ,, 34,41 ,, 6,25 ,, 20,14 ,, 15,659 
Auch hinsichtlich der fiir das Citrullin angegebenen Reak- 
tionen besteht Ubereinstimmung. Auf den positiven Ausfall der 
fir den Harnstoffkern charakteristischen Reaktion mit p-Di- 
methylaminobenzaldehyd®) sei besonders hingewiesen. 
Untersuchungen iiber das Vorkommen von Citrullin im 
tierischen Stoffwechsel sind in Angriff genommen. Versuche 
iiber die Einwirkung von Alkali auf Arginin kénnen gleichfalls 
erst nach einiger Zeit abgeschlossen werden. 


Fiir die Durchfihrung dieser Arbeit standen zum Teil noch 
Mittel der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Ver- 
fiigung, was ich dankbar hervorheben mdéchte. 
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EKinige Bemerkungen iiber das antirachitische Vitamin 
aus bestrahltem Ergosterin. 


Von 
A. Windaus und A. Liittringhaus. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1931.) 


Endlich nach mehr als vierjahriger Arbeit ist es gelungen, aus 
Bestrahlungsprodukten des Ergosterins zwei antirachitisch hoch- 
wirksame Verbindungen (Vitamin D, und D,) in reinem krystalli- 
sierten Zustande zu bereiten!) und dadurch die chemische Er- 
forschung des Vitamins D einen groBen Schritt vorwartszubringen. 

Das Vitamin D, findet sich zu etwa 80—40°/) in langwellig 
bestrahlten Priaiparaten, die unter Verwendung eines erst iiber 
290 mu durchlassigen Uviolglasdoppelfilters dargestellt worden 
sind. Solche zu etwa 50°/, umgewandelte Priparate lefSen sich 
nach Entfernung des unveriinderten Ergosterins haufig direkt zur 
Krystallisation bringen. Sicher gliickte dies, wenn wir das Roli- 
produkt zuniichst einige Tage mit Citraconsiureanhydrid be- 
handelten und dadurch eine Beimengung entfernten?), die sehr 
viel leichter mit Citraconsiureanhydrid reagierte als Vitamin D,. 

Das reine Vitamin D, schmilzt bei 124—125°, es zeigt in 
Acetonlésung fiir[«]p die Drehung + 140° und hat sein Absorptions- 
maximum bei 265 mu mit einem Absorptionskoeffizienten von 1,56 
fiir die 0,02°/,ige Losung in Normalbenzin. Wahrend wir fiir das 
Rohprodukt der Bestrahlung eine antirachitische Grenzdosis von 
0,05 y und eine toxische Grenzdosis von 0,1 mg fanden, lag die 
antirachitische Grenzdosis fiir Vitamin D, bei 0,03 y und die 


1) Proceedings Royal Society B 108, 568 (1931); Liebigs Ann. 45). 
252 (1931). 

2) Die Abtrennung dieses Nebenprodukts ist darum so leicht durchfihr- 
bar, weil es nach der Addition von Citraconséiureanhydrid in verdiinntet 
Laugen léslich geworden ist. Vgl. Ber. chem. Ges. 64, 850 (1931). 
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toxische Grenzdosis bei 0,05 mg. Wenn man in Betracht zieht, daB 
die Ausbeute an Vitamin D, aus Uviolglaspriiparaten etwa 80°/, 
betragt und da8 wegen der Leichtléslichkeit des Vitamins Verluste 
wihrend des Umkrystallisierens unvermeidlich sind, ist es wahr- 
scheinlich, da8 die gesamte oder annihernd die gesamte physio- 
logische Wirkung des rohen Bestrahlungsprodukts durch seinen 
Gehalt an Vitamin D, bedingt ist. 

In Magnesiumfunkenpriparaten, die unter Verwendung eines 
Xylolfilters dargestellt worden sind und bei welchen nur das 
Licht tber 280 my zur Einwirkung gekommen ist, finden wir 
dasselbe Vitamin D,, aber in etwas schlechterer Ausbeute. Be- 
strahlungsprodukte, die mit dem Gesamtlicht der Quarzqueck- 
silberlampe erhalten worden sind, krystallisieren nicht, ehe nicht 
die mit Citraconséiureanhydrid leicht reagierenden Bestandteile 
entfernt sind; nach dieser Behandlung gewinnt man aber dasselbe 
Vitamin D,, doch iiberschreitet in diesen Fallen die Ausbeute 
selten 20/5. 

Die geringsten Ausbeuten an Vitamin D,, weniger als 10°/), 
erhalt man aus Bestrahlungsprodukten, die mit dem Gesamtlicht 
des Magnesiumfunkens bis zu 70°/, umgewandelt worden sind; 
dies ist um so tberraschender, weil solche Priparate antirachitisch 
sogar wirksamer sind als die Uviolpriparate. Es ist also héchst 
wahrscheinlich, daB in den Magnesiumfunkenprodukten noch ein 
zweites Vitamin vorhanden ist. Tatsichlich ist es MHerrn 
Dr. O. Linsert+) im I. G. Laboratorium Elberfeld gegliickt, 
nach der Citraconsiureanhydridmethode dieses zweite Vitamin, 
das Vitamin D,, in Ausbeuten bis zu 80°/, zu isolieren. Es schmilzt 
bei 114—115°, dreht fiir [«]p in Acetonlésung bei + 85° und in 
Benzinlésung bei + 44° und hat sein Absorptionsmaximum bei 
265 mu mit einem Absorptionskoeffizienten von 2,18 fiir die 
0,02°/,ige Losung. Der Mischschmelzpunkt mit Vitamin D, zeigt 
eine starke Depression. Das Vitamin D, ist etwas wirksamer als 
das Vitamin D, und besitzt annahernd dieselbe Giftwirkung. Es 
ist so reichlich in Magnesiumfunkenpraparaten vorhanden, daB es 
zusammen mit der kleinen Menge Vitamin D, fiir die gesamte phy- 
siologische Wirkung verantwortlich gemacht werden kann. Wir 
glauben nicht, da8 in den normalen Bestrahlungsprodukten des 
Ergosterins noch gréBere Mengen anderer physiologisch aktiver 
Stoffe auBer Vitamin D, und D, vorhanden sind und halten das 





1) Liebigs Ann. 489. 269 (1931). 
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Problem der Reindarstellung der Vitamine aus bestrahltem Ergo- 
sterin fiir geldst. 

Wir sehen es als eine unserer nichsten Aufgaben an, auf 
priparativem Wege nachzuweisen, ob das im Lebertran vor- 
handene Vitamin D mit einem der durch Bestrahlung des Ergo- 
sterins entstehenden Vitamine identisch ist oder nicht. 

Kurze Zeit vor uns haben Angus, Askew, Bourdillon, 
Bruce, Callow, Fischmann, Philpot und Webster?) durch 
Hochvakuumdestillation und fraktionierte Kondensation aus ,, Quarz- 
quecksilberpraparaten*‘ in ziemlich guter Ausbeute ein krystalli- 
siertes Material erhalten, das ahnliche physikalische und physio- 
logische Eigenschaften besitzt wie unser Vitamin D,, aber ein 
sehr viel héheres Drehungsvermégen zeigt. Es hat den Namen 
Calcifero! erhalten. 

Dank dem gro8en Entgegenkommen der englischen Forscher, 
die uns Calciferol zur Verfiigung gestellt haben, sind wir in der 
Lage gewesen dieses Material zu untersuchen. Es verhialt sich 
gegeniiber Citraconséureanhydrid ganz wie unser Vitamin D, und 
hatte uns daher nicht entgehen kénnen, wenn es in unseren nicht 
erhitzten Bestrahlungsprodukten vorhanden wire. Da wir es 
aber dort nicht auffinden konnten, vermuteten wir, daB es ein 
thermisches Umlagerungsprodukt des Vitamins sei; und _tat- 
siichlich konnten wir uns davon iiberzeugen, da8 em Stoff mit 
aihnlich hohem Drehungsvermégen wie Calciferol entsteht, wenn 
Vitamin D, eine Stunde im Vakuum auf 145° erhitzt und nach- 
her im Hochvakuum sublimiert wird. 

Wenn wir nunmehr auch die reinen Vitamine D kennen, so 
wissen wir doch noch nicht im einzelnen, was bei der photo- 
chemischen Umwandlung des Ergosterins vor sich geht; vorlaufig 
laBt sich nur folgendes sagen: Die Vitamine D sind Isomere des 
Ergosterins, sie enthalten noch die Alkoholgruppe und drei Doppel- 
bindungen; zwei von diesen befinden sich in konjugierter Stellung, 
wie es auch beim Ergosterin der Fall ist. Bei der Bestrahlung 
findet zunichst eine sterische oder strukturelle Umlagerung statt, 
die die Gestalt der Molekiile so verandert, daB die Vitaminmolekiile 
im Krystall oder bei der Spreitung nicht mehr so nahe aneinander- 
riicken kénnen wie beim Ergosterin.2) Bei der Uberbestrahlung, die 


1) Proceedings Royal Society B 108, 340 (1931). 

2) Das ergibt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit aus dem niedrigen 
Schmelzpunkt, der groBen Léslichkeit und endlich aus der Untersuchung 
monomolekularer Filme. 
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zur Bildung der Suprasterine fiihrt, wandern die Doppelbindungen 
dagegen von der konjugierten in eine entferntere Lage zueinander. 

Auf Grund der neuen experimentellen Befunde sind wir jetzt 
besser als frither in der Lage Stellung zu nehmen zu den An- 
schauungen, die von anderer Seite iiber die Natur des Vitamins D 
geduBert worden sind. 

1. Vor einiger Zeit hat W. Gerlach’) die Frage erértert, ob 
es sich bei den Vitaminen, den Knzymen und Hormonen um neue 
chemische Substanzen mit definiertem Schmelzpunkt handele 
oder um bekannte chemische Substanzen, welche durch Zufuhr 
von Strahlenenergie in einen angeregten Zustand gebracht seien. 
Gerlach ist der Ansicht, daB mindestens manche der genannten 
, substanzen‘* angeregte Zustaénde solcher Art seien und glaubt 
dies vor allem von dem antirachitischen Vitamin. Nach Ansicht 
von Gerlach erhalte das Ergosterin durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht vitamine Eigenschaften und gehe in den 
vitaminen Zustand iiber; dieser vitamine Zustand sei die Reaktions- 
fahigkeit des angeregten LErgosterinmolekiils und entspreche 
keiner neuen chemischen Substanz. Fir die Anregungshypothese 
soll nach Gerlach auch die Tatsache sprechen, ,,da8 der vitamine 
Zustand mit der Zeit, besonders auch durch héhere Temperatur 
sich wieder riickverwandle*. Gerlachs Ansicht, daB das anti- 
rachitische Vitamin sich in Ergosterin zuriickverwandle, ist nicht 
zutreffend. Seine Hypothesen iiber die Natur der Vitamine, 
Enzyme und Hormone scheinen durch experimentell ermittelte 
Tatsachen nicht gestiitzt zu sein und sind fiir das Vitamin D 
durch unsere Versuchsergebnisse widerlegt. Vitamin D, und D, 
sind gut charakterisierbare Isomere des Ergosterins und sind bei 
AusschluB von Luft viele Monate (wahrscheinlich viele Jahre) 
hindureh unverandert haltbar. 

2. Auch viele andere tiber die Natur des Vitamins D aus- 
gesprochene Ansichten haben sich nicht bestitigt, so z. B. die 
auf Grund von Absorptionsmessungen und Spreitungsversuchen 
geduBerte Vermutung, da das Vitamin D ein Keton sei.?) 

Nicht zutreffend ist auch die von E.Takayima’) auf- 
gestellte Behauptung, da8 das Vitamin D ein Ergosterin-mono- 


1) Z. angew. Chem. 42, 696 (1929). 

2) Morton, Heilbron u. Kamm, J. chem. Soc. 1928, 47; Rosen- 
heim u. Adam, Proceedings Royal Society 105, 422 (1929). 

8) J. of the Departm. of Agriculture, Kyushu Imperial University 
3, 1 (1930). 








74 A. Windaus und A. Liittringhaus, 


ozonid sein kénnte. Die Tatsache, dai die bei vollstindigem 
Ausschlu8 von Sauerstoff bestrahlten Ergosterinpraparate richtiger 
analytischer Zusammensetzung mehr als zweitausendmal wirksamer 
sind als Takayimas beste Ozonpriparate, widerlegt diese Ansicht 
bereits. Worauf die sehr geringe und iibrigens von anderer Seite?) 
sogar bestrittene antirachitische Wirkung der Ozonpriparate 
beruht, kann ohne experimentelle Nachpriifung nicht erértert 
werden. 

Auch die Annahme von M. Castille?), da das Vitamin D das 
Kpiderivat des Ergosterins sei und sich von diesem nur durch die 
sterische Anordnung von Wasserstoff und Hydroxyl an der 
sekundiren Alkoholgruppe unterscheide, ist nicht zutreffend; 
denn dann miiBte das Vitamin D bei der Perhydrierung Epi- 
ergostanol geben, was nicht der Fall ist. 

3. Uber das Absorptionsspektrum des Vitamins D haben 
Jendrassik und Keményffi%) iiberraschende Befunde mitgeteilt ; 
sle heben hervor, daB sie durch Fraktionierung bestrahlten Ergo- 
sterins eine einheitliche krystallinische Substanz dargestellt hatten, 
, welche keine bemerkenswerte Absorption der ultravioletten 
Strahlen zeigte und in Tagesdosen zu 0,01 y Rattenrachitis heilen 
kénnte*; sie vermuten, ,,daB diese Substanz als das antirachitische 
Vitasterin angesprochen werden“ kénne; ferner glauben sie fest- 
gestellt zu haben, daB Bestrahlungsprodukte, welche eine ver- 
mehrte Absorption bei 270 oder bei 240 my zeigten, nicht mit der 
antirachitischen Substanz identisch seien. 

Demgegeniiber beschrinken wir uns auf die Mitteilung, dab 
unsere Vitamine D, und D, eine ausgesprochene Absorptions- 
bande bei 265 my besitzen. 

4. Was die Giftigkeit von Bestrahlungsprodukten angeht, so 
haben wir schon hervorgehoben, da beide Vitamine in sehr hohen 
Dosen giftig sind und daB der Index von antirachitischer zu 
toxischer Grenzdosis bei den reinen Vitaminen innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode etwa derselbe ist wie bei den rohen Be- 
strahlungsprodukten. Die Giftwirkung der Bestrahlungsprodukte 
ist also tatsiichlich durch die Vitamine selbst bedingt und stellt 
eine wirkliche Hypervitaminose dar, wie Kreitmair und Moll’) 
dies von vornherein angenommen haben. Die Behauptung von 


1) Chem. Z. 1930, IT, 2798. 

2) Bulletin de l’académie Royale de Médecine de Belgique 1930, 319. 
3) Biochem. Z. 216, 238 (1929). 

4) Miinch. med. Wochenschr. 75, 637 (1928). 
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Reiter und Kisch?), daB mit langwelligem Licht bereitetes 
Vitamin D vollkommen ungiftig sei, ist mit unseren Versuchs- 
ergebnissen unvereinbar und sicher nicht richtig. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, 
die unsere Untersuchungen iiber Vitamin D seit 1925 ununter- 
brochen geférdert hat, sind wir zu gréBtem Dank verpflichtet. 
Die I. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, und die Firma 
E. Merck, Darmstadt, haben uns im Laufe der Jahre nicht 
nur gro8e Mengen Ergosterin und Digitonin zur Verfiigung ge- 
stellt, sondern haben auch regelmiSig die tierexperimentelle 
Untersuchung unserer Praparate durchgefiihrt, so daB alle wich- 
tigen physiologischen Prifungen gleichzeitig in Darmstadt, 
Klberfeld und G6ttingen vorgenommen worden sind. Fir 
diese groBe Hilfe sprechen wir unseren verbindlichen Dank aus. 


Nachschrift bei der Korrektur am 8. November 1931. 

In einer Notiz in der Nature vom 31. Oktober 1931, 8S. 758, 
teilen die englischeen Forscher Askew, Bruce, Callow, Phil- 
pot und Webster mit, daB es ihnen mit Hilfe der Dinitro- 
benzoeséureester gelungen sei, ihr altes Calciferol in zwei Kom- 
ponenten zu zerlegen, in ein ,,Calciferol neu‘‘ und in ein Isomeres, 
das sie ,,Pyro-calciferol* nennen. Wie wir uns durch Dar- 
stellung des Dinitrobenzoesdureesters iiberzeugt haben, ist ihr 
,,Calciferol neu‘ identisch mit Linserts Vitamin D,. Unser 
Vitamin D, 1aBt sich ebenfalls ttber die Dinitrobenzoesiureester 
in zwei Komponenten spalten: Vitamin D, ist eine einheitliche 
Anlagerungsverbindung zwischen Vitamin D, und einem isomeren 
Alkohol. 


1) Strahlentherapie 39, 452 (1931). 
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Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Oktober 1931.) 


Uber die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, der Isobiliansdurereihe. 


In der Gruppe der Gallensiuren sind yon Nitrosoverbindungen, 
die aus Oximen durch Salpetersiure entstehen, bisher drei in 
krystallisierter Form erhalten worden. Alle drei sind blaugefarbt; 
zwei von ihnen wurden naher untersucht!): Das eine bildet sich 
aus Biliansiure-oximlactam, das andere aus Biliansdure-dioxim. 
Im ersten Falle ist lediglich eine Umwandlung der Ketoxim- 
gruppe in eine Nitrosogruppe, sehr wahrscheinlich unter gleich- 
zeitiger Bildung einer Kohlenstoffdoppelbindung, erfolgt, im 
zweiten Falle hat auBerdem noch eine Abspaltung der einen 
Oximgruppe und Ersatz derselben durch Sauerstoff stattgefunden. 
DemgemiiB sind fiir die beiden Nitrosokérper die Strukturformeln I 
und II aufgestellt worden. Diese Formeln griinden sich auf die 
folgenden Reaktionen der Stoffe. Durch Natronlauge werden 
beide Nitrosoverbindungen entfiairbt, indem dabei die Nitroso- 
gruppe abgespalten wird. Diese Abspaltung verrat sich schon 
beim Ansiuern der alkalischen Lésung durch den Geruch nach 
nitrosen Gasen und durch die Blaufaérbung eines tiber die Fliissig- 
keit gehaltenen, mit Diphenylamin-Schwefelsiure befeuchteten 
Glasstabes. Das durch Salzséure gefillte Produkt besteht aus den 
entsprechenden Ketosiuren (Ketolactamtricarbonséure C.,H;;NOx 
bzw. Biliansiiure C,,H3,0,). Den Ubergang kann man sich s0 
vorstellen, daB die NO-Gruppe durch Hydroxyl ersetzt wird, 
also zuniichst die Enolform entsteht, die sich dann in die Keto- 
form umlagert: 

—CH=C(NO)— -—» —CH=C(OH)— -» —CH,—CO—. 

Die Abspaltung der NO-Gruppe wiirde dann wohl in Ge- 
stalt von Natriumhyponitrit erfolgen. — Die beiden Nitroso- 
kérper werden ferner beim Erhitzen mit Hisessig und Zinkstaub 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 189, 85 (1930). 
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entfirbt und die durch Fallen der Filtrate vom Zinkstaub mit 
Wasser erhaltenen Stoffe stellen Oxime dar: aus der Nitroso- 
verbindung I wird so Biliansiure-oximlactam zuriickgebildet, aus 
II aber entsteht das 12-Monoxim der Biliansiéure, das durch 
Salpetersiure wieder in II zuriickverwandelt wird.') Auch die 
Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig ist leicht zu erkliren, 
wenn man Hydrierung und Umlagerung annimmt nach dem 
Schema: —CH=C(NO)——» —CH,—C(:NOH)—. DaB eine Hy- 
drierung stattfindet, dafiir spricht der Umstand, daB die Ent- 
firbung durch Eisessig und Zinkstaub, nicht durch Kisessig allein 
sich vollzieht. Andererseits ist als ein Argument fiir die Bildung 
einer Doppelbindung bei der Entstehung der Nitrosokérper an- 
zufiihren, daB sich die blauen Stoffe nur unter dem EinfluB von 
Salpetersfiure, nicht von anderen Séuren (HCl, H,SO,) bilden, 
eine dehydrierende Wirkung also mit im Spiele zu sein scheint. 
Exakt feststellen l4Bt sich allerdings in der iiblichen Weise die 
Doppelbindung nicht: Bayersche Flissigkeit reagiert nicht sofort 
und auch die Lésungen der blauen Substanzen in EHisessig werden 
durch acetonische Permanganatlésung nicht momentan entfirbt; 
nach kurzer Zeit setzt zwar die Reaktion ein, sie ist aber wohl 
nicht eindeutig, da vielleicht die Nitrosogruppe wirksam sein 
kénnte. Will man keine Doppelbindung annehmen, so kann auch 
an die Méglichkeit einer Briickenbindung gedacht werden. — Die 
beiden Nitrosoverbindungen I und II werden nun auch durch 
konzentrierte oder 90°/,ige Schwefelséiure entfarbt. Aus I bildet 
sich dabei Bilianséiure-oximlactam, das mit Hilfe eines besonderen 
Reinigungsverfahrens isoliert werden konnte. Die Hinwirkung 
der Schwefelsiure verliuft allerdings nicht glatt. Noch weniger 
ist dies anscheinend der Fall bei der Nitrosoverbindung II. Hier 
lie8 sich das erwartete Bilianséure-12-monoxim nicht isolieren, 
seine Anwesenheit konnte aber auf indirektem Wege bewiesen 
oder zum mindesten sehr wahrscheinlich gemacht werden. Die 
Entstehung der Oxime aus den Nitrosoverbindungen unter dem 
KinfluB der Schwefelsiure ist nicht ohne weiteres versténdlich, 
wenn man die Formeln mit Doppelbindung zugrundelegt. Viel 
einfacher lat sich der Ubergang erklaren, wenn man eine einfache 
lsomerisation annimmt: —CH(NO)——» —C(:NOH)—; den Ni- 
trosokérpern miBten dann um je 2 Wasserstoffatome reichere 
Formeln zukommen. Damit ist aber wiederum das Verhalten der 





1) Uber die Bildung der Verbindung II aus der Oximinohydroxamsaure 
C,,H,g,N,0, vgl. Diese Z. 188, 94 u. 95 (1929). 
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blauen Stoffe gegen Natronlauge bzw. gegen Zinkstaub und Eis- 
essig nicht recht in Einklang zu bringen. Die Frage nach der 
Zahl der Wasserstoffatome der Nitrososubstanzen ist also noch 
nicht entschieden; wenn man aber das Fir und Wider gegen- 
einander abwagt, diirfte den Formeln mit Doppelbindung (oder unter 
Umstianden Briickenbindung) doch die gré8ere Wahrscheinlichkeit 
zukommen und die Reaktion mit Schwefelséure durch einen kom- 
plizierteren, wenn auch noch unbekannten Verlauf zu erklaren sein. 
AuBer den beiden genannten Nitrosokérpern ist noch ein 
dritter bekannt, er wurde vor einiger Zeit kurz beschrieben.?) 
Er entsteht aus Isobiliansiure-dioxim; man erhielt ihn damals in 
sehr kleiner Menge und in noch nicht vollig reinem Zustand. Dem- 
gemaéB fiel bei der Analyse der Kohlenstoffwert etwas zu niedrig 
aus, wihrend die Zahlen fiir Wasserstoff und Stickstoff mit der 
angenommenen Formel (C.4H3,;NO,) in Ubereinstimmung waren. 
Aus der Stickstoffbestimmung ging hervor, daB bei der Bildung 
der neuen Nitrosoverbindung eine NOH-Gruppe des Dioxims 
abgespalten worden sein mute. Es war daher von vornherein 
sehr wahrscheinlich, daB der der Isobilianséurereihe angehdrende 
Nitrosokérper sich in seinen Reaktionen an die Seite der Ver- 
bindung II stellte. Die jetzt vorgenommene Priifung des von 
neuem bereiteten Materials hat diese Annahme bestatigt. Da nur 
ein verhaltnismabig kleines Quantum an reiner Nitrosoverbindung 
zur Verfiigung stand, konnten die Untersuchungen nicht in dem 
urspriinglich geplanten Umfange vorgenommen werden. Doch 
diirfte sich auch so aus dem Versuchsteil ergeben, da der neue 
Stoff in seinem Verhalten der Nitrosoverbindung II durchaus 
iihnlich ist. Mit Natronlauge liefert er naémlich Isobiliansaure, 
mit Zinkstaub und Eisessig Isobilianséiure-12-monoxim (Formel1\), 
das zwar nicht als solches rein dargestellt, aber durch charakte- 
ristische Reaktionen nachgewiesen wurde, und mit Schwefelsdure 
ein Produkt, das wenigstens zum Teil ebenfalls aus dem genannten 
Monoxim bestehen dirfte. Der neuen Nitrosoverbindung kommt 
somit die Strukturformel III zu, beziiglich der Zahl der Wasser- 
stoffatome gilt das oben fiir die beiden anderen Nitrosokorper 
Gesagte. Bemerkt sei noch, daB die 12-Stellung der Nitrosogruppe 
in den Formeln III und II zwar nicht direkt bewiesen, aber nach 
friiheren Untersuchungen so gut wie sicher ist; insbesondere mu) 
diese Stellung aus Analogiegriinden angenommen werden, weil 
der unter gleichen Bedingungen sich bildende Nitrosokérper I die 


1) M. Schenck, Diese Z. 194, 33 (1931). 
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NO-Gruppe bestimmt am C-Atom 12 trigt, er gibt namlich mit 
Natronlauge eine Ketolactamtricarbonsaure (vgl. oben), die ihrer- 
seits durch Clemmensenreduktion in Desoxybiliansiure - lactam 
baw. Biliobansiiure-lactam iibergefiihrt werden kann. 1) 





Py C-NO 
jit" 
Ch oC 
| CuHfy-COOH | } C,)H,,;-COOH 
CH C CH C 
ee i 
I COOH iia ie a COOH C CH, 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
-_ a OS 
H, CH, CH, CH. 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O,. Nitrosoverbindung C,,H,,NO,. 
C-NO C:NOH 
A~ A~i9™ 
CH C CH, C 
| } | Cuffy COOH | | Cut -COOH 
CH C CH C 
Y ite all PF ail 
III CH, C——CH, IV CH, C———CH, 
pets ed | 
| | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
Pn Pl, Oe all 
COOH CH, COOH CH, 


Nitrosoverbindung C,,H,,NO,;. —_—Isobiliansiiure-12-monoxim C,,4H;,NOsx. 


Beschreibung der Versuche. 

1. Bereitung der Nitrosoverbindung C,,Hs,NO,. Als 
Ausgangsmaterial fiir die Herstellung des Nitrosokérpers wurde, 
wie friiher, ein nicht umkrystallisiertes Priparat von Isobilian- 
siure-dioxim verwendet. 8g ,,Rohdioxim® brachte man mit 
12 cem Salpetersiure (D. 1,4) zusammen und goB die alsbald unter 
Gasentwicklung sich bildende dunkelgriine Lésung nach 7 Minuten 
in 540 ccm Wasser. Die hierdurch erzeugte hellblaue Fiallung 
wurde nach 24 Stunden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
einige Zeit auf Ton getrocknet (Das noch ganz schwach blau ge- 
férbte Filtrat von der Fallung gab auf Zusatz von Wasser keine 
Ausscheidung mehr.) Das lufttrockene Material loste man hei in 
10 cem 50°/jiger Essigsiure unter Zugabe von etwa 1 ccm Hisessig 


1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 185, 183 (1929); 186, 271 (1930). 
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und klirte die griine Lésung durch Filtrieren. Beim Erkalten 
und Stehen der Lésung schied sich der hellblau gefairbte Stoff 
allméhlich aus; er wurde nunmehr noch 2 mal aus je 7 cem 50°/jiger 
Essigsiure umkrystallisiert, beide Male waren die Lésungen rein- 
blau, ohne griinen Farbton. Ausbeute nach dem 8maligen Um- 
krystallisieren: 0,57 g (entsprechend 19°/, des Ausgangsmaterials; 
bei anderen Versuchen war die Ausbeute etwas geringer). Die in 
der geschilderten Weise umkrystallisierte Nitrosoverbindung 
scheidet sich, wenn rein, aus der essigsauren Lésung in Form von 
hellblau gefairbten, dichten, krystallinischen Massen aus, die unter 
dem Mikroskop breite Nadeln oder Tafeln erkennen lassen. Kine 
kleine Probe wurde etwas verschwenderisch umkrystallisiert, sie 
bestand danach gleichmaéBig aus Tafelchen, die fast die Gestalt 
von Quadraten oder kurzen Rechtecken zeigten. Die frither be- 
schriebenen Formen (derbe Prismen oder keilf6rmige Krystalle) 
waren beim ganz langsamen Verdunsten der Lésung im offenen 
Schilchen entstanden. Der Schmelzpunkt des Nitrosokérpers 
wurde wie friiher gefunden: 220—222° (Aufschéumen, schon vorher 
Sintern und Braunfirbung). Die weiteren Versuche sind mit 
8mal umkrystallisiertem Material angestellt worden. . 

2. Kinwirkung iberschissiger Lauge auf die Nitroso- 
verbindung. 0,22 g des Nitrosokérpers wurden mit 10 ccm 
5°/,iger Natronlauge geschiittelt, es bildete sich schnell eine farb- 
lose oder gelblich gefairbte Lésung. Nach 1/, Stunde erzeugte man 
durch Ansiuern der alkalischen Fliissigkeit mit Salzsdure eine 
weiBe Fallung. Dabei machte sich der Geruch nach nitrosen 
Gasen bemerkbar und ein tiber das Gemisch gehaltener, mit Di- 
phenylamin-Schwefelsiiure befeuchteter Glasstab wurde dunkel- 
blau gefirbt. Die weiBe Fallung wurde 2mal aus Wasser um- 
krystallisiert: Tafeln, die zu Rosetten zusammengelagert waren; 
Schmelzp. 247°. Ein Vergleichspriparat reiner Isobiliansiure 
schmolz ebenfalls bei 247° und auch der Mischschmelzpunkt lag 
bei dieser Temperatur. — Zur Gewinnung eines Vergleichspraparats 
war anfangs das ,,Rohdioxim‘’ mit 20°/,iger Salzsiure erhitzt 
worden, das so erhaltene Produkt war aber trotz wiederholten 
Umkrystallisierens aus Wasser noch nicht vollstindig rein, da der 
richtige Schmelzpunkt nicht ganz erreicht wurde. Es wurde des- 
halb eine Probe des Rohdioxims aus 70°/,igem Alkohol umkrystalli- 
siert und hierauf in kalter 20°/,iger Salzsiiure gelést, beim Er- 
hitzen schied sich Isobilianséure in farblosen Blattchen vom 
Schmelzp. 247° aus. Eine Beobachtung, die aber nicht weiter 
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verfolgt wurde, deutet darauf hin, daB Isobiliansiure-dioxim ein 
in Salzsiure schwer lésliches und deshalb unter Umstiinden sich 
ausscheidendes Chlorhydrat zu bilden scheint, wie man derartigen 
schwer léslichen Chlorhydraten schon in anderen Fiillen?) begegnete. 

3. Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die 
Nitrosoverbindung. 0,25 g des Nitrosokérpers wurden in 
2cem Eisessig heiB gelést und der blauen Lésung sofort 0,25 ¢ 
Zinkstaub zugegeben, es trat bald Entfairbung ein und beim Er- 
kalten erstarrte der Inhalt des Reagenzglases zu einer grauen 
Masse. Man gab deshalb 2 ccm Wasser hinzu, erwiirmte das 
Gemisch und filtrierte. Das klare, schwach gelblich gefirbte 
Filtrat triibte sich auf Zusatz von 10 cem Wasser milchig und 
schied beim Stehen amorph-harzige Massen in geringer Menge 
aus. Sie waren in der Kalte in 20°/jiger Salzsiure nicht vollstiandig 
léslich; das Filtrat vom Ungeldsten farbte sich beim Kochen gelb, 
gab keine Ausscheidung und blieb auch beim Erkalten bis auf 
eine minimale Triibung klar, lieferte aber nach dem Alkalisieren 
mit Fehlingscher Lésung deutlich positive Reaktion. Die von 
den amorph-harzigen Massen abgegossene Flissigkeit wurde mit 
etwa 830 cem Wasser versetzt, worauf wiederum zunichst eine 
gleichmaBige, starke Triibung sich bemerkbar machte. Beim 
Stehen setzte sich ein weiBer oder kaum gefarbter Stoff ab, der 
seine krystallinische Beschaffenheit unter dem Mikroskop zu 
erkennen gab und in kalter 20°/,iger Salzsiure so gut wie voll- 
stindig léslich war. Die filtrierte Lésung schied beim Erhitzen 
Isobilianséure in farblosen Blaittchen aus. Schmelzp. 247°; die 
Mischung mit dem oben erwiéhnten Vergleichspraparat schmolz 
ebenfalls bei 247°. Das Filtrat von den Blattchen gab mit iiber- 
schiissiger Lauge und Fehlingscher Lésung starke Reduktion. 
Beide durch Fallung erhaltene Fraktionen lésten sich in Salpeter- 
siure (D. 1,4) auf; die Lésungen nahmen bald griinblaue Farbe an. 
Es wurde auch versucht, die hierbei gebildete Nitrosoverbindung 
rein darzustellen, indem man in einem anderen Versuch das Filtrat 
vom Zinkstaub von vornherein mit einer gréBeren Menge Wasser 
versetzte und die Fallung nach dem Absetzen, Absaugen und 
Auswaschen mit Wasser in Salpetersdure léste. Die nach zehn 
Minuten durch Zusatz von Wasser erzeugte Fillung war hell- 
griinblau gefairbt, eine véllige Reindarstellung des Nitrosokérpers 
gelang wegen der beim Umkrystallisieren eintretenden Verluste 
nicht (Schmelzpunkt eines noch nicht sauberen Praparates 209 bis 


1) Diese Z. 175, 139, 140 u. 142 (1928); 177, 289 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCTII. 6 
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210°). Aus den Reaktionen geht hervor, daB bei der Einwirkung 
von Zinkstaub und Eisessig auf die Nitrosoverbindung III das 
12-Monoxim der Isobiliansiure entstanden sein mu8te. Von 
diesem Monoxim ist zu erwarten, da es mit Salpetersaéure den 
gleichen Nitrosokérper wie Isobilianséure-dioxim liefert, ebenso 
wie ein und dieselbe Nitrosoverbindung aus Bilianséure-dioximn 
und Biliansiure-12-monoxim sich bildet. 

4. Verhalten der Nitrosoverbindung gegen konzen- 
trierte Schwefelséure. 0,25 ¢ der blauen Substanz twbergos 
man im Reagenzglas mit 1,5 cem konzentrierter Schwefelsaure. 
Beim Schiitteln entstand allmaéhlich eine blaugriine bzw. griine 
Lésung. Die Farbe wurde beim Stehen der Flissigkeit hellgriin 
und ging schlieBlich in Braéunlichgelb tiber. Nach 2stiindiger 
Dauer des Versuches wurde die Lésung mit zerkleinertem Eis 
und Eiswasser vermischt und mit soviel eisgekiihlter Natronlauge 
versetzt, daB die saure Reaktion noch bestehen blieb. Das aus- 
gefallte Produkt war gelblichwei8 und von ziaher, etwas klebriger 
Beschaffenheit. Nach dem Absaugen und Auswaschen mit Wasser 
teilte man es in 2 Teile. Der eine Teil wurde mit 20°/jiger Salz- 
siiure zusammengebracht, wobei keine vollstandige Lésung erfolgte. 
Ohne Riicksicht auf das Ungeléste zu nehmen, wurde die Mischung 
kurze Zeit erhitzt, dann nach dem Abkiihlen mit Natronlauge 
alkalisch gemacht und nach abermaligem Abkihlen mit Fehling- 
schem Reagens versetzt: in der anfangs blauen und klaren Losung 
trat bald kraftige Reduktion ein. Den 2. Teil des gefallten Pro- 
duktes behandelte man bei gewohnlicher Temperatur mit wenig 
Salpetersiiure (D. 1,4). Die zunichst gelbliche Lésung wurde 
nach kurzer Zeit deutlich griinblau. Auch hier gelang die Rein- 
darstellung der Nitrosoverbindung wegen der zu geringen Material- 
menge nicht (Schmelzpunkt eines noch nicht reinen Praparates 
208—209°). Bei einem anderen Versuch war die in der oben be- 
schriebenen Weise erzeugte Fallung in heiBer Salzsaiure voll- 
kommen ldéslich, aber noch wahrend des Erhitzens trat eine an- 
scheinend krystallinische Ausscheidung auf, die vermutlich aus 
Isobiliansiure bestand. Die Priifung mit Fehlingscher Losung 
fiel auch hier stark positiv aus. — Es ist also sehr wahrscheinlich, 
daB bei der Einwirkung von konzentrierter Schwefelséure aul 
die Nitrosoverbindung III Isobiliansiure-12-monoxim  gebildet 


wird. Mit auBerdem sich vollziehenden, anderen Reaktionen 


diirfte aber auch hier, wie beim Nitrosokérper II (vgl. oben). 
zu rechnen sein. 





( 


me 
tior 
Bei 
d. | 
func 
zu 
pero 
geleg 
Frag 
und 


Weg 

nicht 
] 

von E 
unter 
hdher, 
1 

2 


1924, 











Uber die Oxydation der Harnsdure durch Hydroperoxyd 
unter physiologischen Bedingungen. 
Von 
Heinrich Wieland und Thomas Fotheringham Macrae. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1931.) 


Vor einigen Jahren ist die enzymatische Dehydrierung von 
Xanthin und Hypoxanthin zu Harnsiure eingehend untersucht 
worden.!) Sie verliuft am Beispiel des Xanthins nach der 
Gleichung: 

+ H,O 





C,H,0.N, -+ 0, > C,H,0.N, + H.0,. 

Die ausgezeichnete colorimetrische Harnsiiurebestimmungs- 
methode von Folin?) erlaubt, dieses wichtige biologische Oxyda- 
tionssystem mit groBer analytischer Genauigkeit kennenzulernen. 
Bei Gegenwart von Katalase wurde beinahe der theoretische, 
d. h. der der O,-Aufnahme entsprechende Wert fiir Harnsiure ge- 
funden, waihrend ohne das H,0O,-zersetzende Begleitenzym etwas 
zu wenig Harnsiure und gleichlaufend auch zu wenig Hydro- 
peroxyd bestimmt wurde. Dadurch wurde der Gedanke nahe- 
gelegt, da auch bei den geringen Konzentrationen, die in 
Frage standen, eine spontane Reaktion zwischen Hydroperoxyd 
und Harnséiure zustande komme. 

Es hat uns interessiert, diese Méglichkeit auf rein chemischem 
Wege zu priifen, da sie vielleicht auch in biologischer Hinsicht 
nicht ohne Bedeutung ist. 

Es liegen verschiedene Untersuchungen iiber die Oxydation 
von Harnsiure durch Hydroperoxyd vor, die aber samt und sonders 
unter anderen Umstinden (alkalische Reaktion der Lésungen, 
hdhere Temperatur und héhere Konzentrationen) ausgefiihrt sind. 


1) Wieland u. Rosenfeld, Liebigs Ann. 477, 32 (1929). 
2) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chem. Analyse 
1924, §. 704, 842. 
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84 
Als Oxydationsprodukte hat man Allantoin, Carbony]-diharn- 
stoff!), Cyanursadure*), Harnstoff, Oxalsiure und Am- 
moniak angetroffen. 

Zuerst wurde die Geschwindigkeit der Reaktion in sehr 
verdinnter Lésung an der Abnahme der eingesetzten Harn- 
siure gepriit. 

1 ccm m/100-Harnsaéurelésung und 2 cem m/100-Hydroper- 
oxyd wurden mit m/10-Phosphatpuffer auf pu = 8,0 gebracht. 
Volumen 5 ccm (A). Daneben lief ein Ansatz gleicher Zusammen- 
setzung, jedoch ohne Hydroperoxyd (B). Die beiden Lésungen 
wurden bei 37° im Thermostaten gehalten; nach 1, 2 und 4 Stunden 
wurde je 0,5 cem herauspipettiert und die Harnsaéure darin colori- 
metrisch bestimmt. Jede Lésung wurde gegen eine solche mit 
0,2 mg Harnsiure colorimetriert. 




















Stunden 1 2 4 
4 Harnsaure mg 0,153 0,113 0,070 
° in 9,0 32,5 58,4 
B Harnséure mg 0,167 0,165 0,160 
in °/) 0,6 1,9 46 


Der Versuch lehrt, daB bei der sehr geringen Konzentration 
von m/500 fiir Harnséiure und m/250 fir Hydroperoxyd schon 
nach 4 Stunden mehr als die Halfte der angewandten Harnsiure 
bei 87° oxydiert wird. Das Ergebnis der Kontrolle la8t auf eine 
ganz geringfiigige Autoxydation schlieBen. 

Weitere Versuche in gréBerem, zur priparativen Bearbeitung 
geeignetem MaBstab sollten iiber die Natur der Reaktionsprodukte 
Néheres aussagen. 

1,68 g Harnsiure (1/,9) Mol) wurde mit 0,8 g Lithiumcarbonat 
zu 100 cem gelést. Diese Lésung wurde mit destilliertem Wasser 
auf 4,9 Liter verdiinnt. Mit einigen Tropfen verdiinnter Schwefel- 
siure wurde auf px = 8,0 eingestellt, dann wurden 100 ccm 
m/5-Hydroperoxyd zugegeben Die gesamte Lésung hielt man 
12 Stunden lang bei 37°, wonach die Aciditiéit zu pu = 7,2 fest- 
gestellt wurde. Von dem angewandten Hydroperoxyd waren nach 
einer colorimetrischen Bestimmung mit Titan-(IV)-sulfat noch 
30°/, vorhanden. Mit Nesslers Reagens wurde Ammoniak 


qualitativ nachgewiesen. 


1) Schittenhelm u. Wiener, Diese Z. 62, 100 (1909). 
2) Venable u. Moore, Am. Soc. 89, 1750 (1917); 40, 1099 (1918). 


F. Chrometzka, Diese Z. 162, 219 (1926). 
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Zur Zerstérung des iibriggebliebenen Hydroperoxyds wurde 
eine kleine Menge Leberkatalase in die Lésung gebracht, die nach 
1 Stunde alles zersetzt hatte. 

Nun dampfte man die Lésung im Vakuum auf etwa 500 ccm 
ein, brachte sie mit verdiinnter Schwefelsdéure auf po = 4 und 
fand dann nach 24 Stunden 200mg unverainderte Harnsiure 
auskrystallisiert. Das Filtrat wurde mit etwas Tierkohle auf- 
gekocht und dann im Vakuum weiter, bis auf etwa 50cem, ein- 
gedampft. Die Krystalle, die herauskamen, wurden abgesaugt, 
das Filtrat auf die Halfte eingedampft usw., bis man nach Iso- 
lierung von 7 Krystallisationen ein Endvolumen von 8—4 ccm 
erreicht hatte. 

Inhalt der Endlésung. Sie wurde in zwei gleiche Teile ge- 
teilt. Zur einen Halfte fiigte man 1 ccm konzentrierte Salpeter- 
siure (D. 1,4) und erhielt eine reichliche Krystallisation von 
Harnstoffnitrat (250 mg, entsprechend 120 mg _ Harnstoff). 
Aus der anderen Halfte wurde mit Calciumchlorid und Natrium- 
acetat ein Salz gefallt, das nach einer Ca-Bestimmung die Zu- 
sammensetzung von Calciumoxalat hatte. Seine Menge ent- 
sprach etwa 100 mg Oxalsadure. 

62,5 mg Substanz gaben 28,0 mg CaO. 

C,0,Ca Ber. Ca 43,75°/, Gef. Ca 44,85°/,. 


Die krystallisierten Produkte. Die 7 Krystallfraktionen, 
die isoliert wurden, bestanden im wesentlichen aus Carbonyl- 
diharnstoff, Cyanursaéure und Allantoin.. Die einzelnen 
Fraktionen wurden durch Umkrystallisation aus heiBem Wasser 
in diese Bestandteile aufgeteilt unter Beriicksichtigung der in der 
angegebenen Reihenfolge zunehmenden Loslichkeit der 3 Stoffe, 
die Venable (a. a. 0.) bei der Oxydation von Harnsiure in alka- 
lischer Lésung nebeneinander vorgefunden hat. Als Hauptprodukt 
(181 mg) wurde unter unseren Bedingungen Allantoin gebildet. 
Schmelzp. 281—232°. Mischschmelzpunkt mit emem Kontrollpri- 
parat ebenso. Carbonyl-diharnstoff. Schmelzp. 232°. Misch- 
schmelzpunkt mit Allantoin 216—222°. Cyanursiéure. Das 
Priiparat besaB keinen Schmeizpunkt, sondern gab im Schmelz- 
punktsréhrchen bei etwa 250° ein weiBes Sublimat, wihrend der 
Riickstand sich schwirzte. Gab unldsliche Salze mit Ba, Hg, 
Pb und Ag. 


Die 3 Stoffe waren in folgender Weise auf die 7 Fraktionen verteilt: 
] bestand hauptsachlich aus Carbonyl-diharnstoff, 2,3 und 4 aus Cyanursaure; 
5 enthielt neben dieser Allantoin, 6 und 7 waren ziemlich reines Allantoin. 














86 Wieland u. Macrae, Uber die Oxydation der Harnsaure usw. 


Die Trennung von Carbonyl-diharnstoff und Cyanursaure, die sich in 
der Léslichkeit nicht um viel unterscheiden, ist dadurch erleichtert, daB Cyanur- 
siure in iibersattigter Lésung bleibt und aus dem Filtrat von auskrystalli- 
siertem Carbonyl-diharnstoff durch Reiben mit einem Glasstab abgeschieden 


werden kann. 
Analysen. 


Carbonyl-diharnstoff. 0,0834g¢ Substanz gaben 27,8cem N, (16°, 
740 mm) 

C;H,O,N, (146) Ber. N 38,3°/, Gef. N 38,6°/,. 

Cyanursaure. 0,0796 g Substanz gaben 22,4 ccm N, (15°, 743 mm) 

C,H,0,N,; (129) Ber. N 32,6%,  Gef. N 32,5). 

Die Mengen an den beiden zuletzt erwihnten Reaktionspro- 
dukten wechselten in den drei gleichartigen Versuchen, die an- 
gestellt und aufgearbeitet wurden. Einmal wurden 75 mg Carb- 
onyldiharnstoff neben 82 mg Cyanursiiure, ein anderes Mal nur 
5 mg von jenem und 84 mg an Cyanursiure isoliert. Die Menge 
des Allantoins war immer ziemlich konstant. Diese Angaben be- 
ziehen sich auf die reinen, umkrystallisierten Substanzen. 














